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A N  A B S T R A C T  O F  T H E  T H E S I S  O F  T h o m a s  P a t r i c k  T r e z o n a  f o r  t h e  M a s t e r  
o f  S c i e n c e  i n  B i o l o g y  p r e s e n t e d  J u l y  2 8 ,  1 9 8 1 .  
T i t l e :  P l a s m i d - m e d i a t e d  R e s i s t a n c e  t o  A r s e n i t e  a n d  A r s e n a t e  i n  
E s c h e r i c h i a  c o l i .  
A P P R O V E D  B Y  M E M B E R S  O F  T H E  T H E S I S  C O M M I T T E E :  
A B S T R A C T  
A l t h o u g h  a r s e n i c  c o m p o u n d s  a r e  p r e v a l e n t  i n  t h e  e n v i r o n m e n t ,  
t h e  m o s t  t o x i c  f o r m s  a r e  a d d e d  i n t e n t i o n a l l y  i n  v a s t  q u a n t i t i e s  a s  
p e s t i c i d e s  a n d  herbicide~, o r  l i b e r a t e d  a s  b y - p r o d u c t s  o f  i n d u s t r y .  
T h e  q u a n t i t y  o f  t h e  t r i v a l e n t  i n o r g a n i c  f o r m  ( a r s e n i t e )  i n t r o d u c e d  
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t o  t h e  e n v i r o n m e n t  p o s e s  a  s e r i o u s  h e a l t h  h a z a r d  b e c a u s e  t h e  t o x i c i t y  
o f  t h i s  f o r m  i s  e x p l i c a b l e  i n  t e r m s  o f  i t s  a b i l i t y  t o  f o r m  s t a b l e  b o n d s  
w i t h  c e l l u l a r  c o n s t i t u e n t s .  I t  i s  a c c u m u l a t e d  i n  t i s s u e s  a n d  i t  i s  
k n o w n  t o  b e  m u t a g e n i c .  I n  t h e  e n v i r o n m e n t ,  a r s e n i t e  i s  t r a n s f o r m e d  
i n t o  o t h e r  a r s e n i c  c o m p o u n d s ,  m o s t l y  a r s e n a t e  ( t h e  p e n t a v a l e n t  i n o r g a n i c  
f o r m ) .  A r s e n a t e  i s  a l s o  h i g h l y  t o x i c ,  b u t  l e s s  s o  t h a n  a r s e n i t e .  
B a c t e r i a l  s t r a i n s  r e s i s t a n t  t o  a r s e n i t e ,  a r s e n a t e  ( o r  b o t h )  a r e  
r e a d i l y  i s o l a t e d  f r o m  n a t u r e .  T h e  r e s i s t a n c e ,  i n  m a n y  c a s e s ,  c a n  b e  
s h o w n  t o  b e  d e t e r m i n e d  b y  c o n j u g a l  p l a s m i d s .  T h e  m e c h a n i s m s  b y  w h i c h  
t h e s e  p l a s m i d s  c o n f e r  r e s i s t a n c e  t o  arseni~ c o m p o u n d s  a r e  e n t i r e l y  
u n k n o w n .  T h i s  s t u d y  w a s  u n d e r t a k e n  t o  s h e d  l i g h t  o n  s o m e  o f  t h e  
p h y s i o l o g i c a l  a n d  g e n e t i c  a s p e c t s  o f  t h i s  r e s i s t a n c e  u s i n g  p l a s m i d -
b e a r i n g  s t r a i n s  o f  E s c h e r i c h i a  c o l i  w h i c h  a r e  h i g h l y  r e s i s t a n t  t o  
b o t h  a r s e n i t e  a n d  a r s e n a t e .  M o s t  s t u d i e s  w e r e  c a r r i e d  o u t  u s i n g  
E .  c o l i  J 5 3  ( R 7 7 3 )  o r  t h e  p l a s m i d - f r e e  s t r a i n  J 5 3 .  
A  m i n i m a l ,  d e f i n e d  m e d i u m  w a s  u s e d  i n  m o s t  a s p e c t s  o f  t h i s  s t u d y .  
A  s y s t e m  f o r  s e p a r a t i n g  a n d  d e t e c t i n g  a r s e n i t e ,  a r s e n a t e  a n d  p h o s p h a t e ,  
b y  t h i n - l a y e r  e l e c t r o p h o r e s i s ,  w a s  d e v e l o p e d  a n d  u s e d  t o  s h o w  t h a t  
p l a s m i d - m e d i a t e d  r e s i s t a n c e  t o  a r s e n i t e  i s  n o t  d u e  t o  o x i d a t i o n  t o  
a r s e n a t e .  N o r  i s  i t  d u e  t o  e x c r e t i o n  o f  a  d e t o x i f y i n g  t h i o l  r e a g e n t ,  
a s  s h o w n  b y  g r o w t h  e x p e r i m e n t s .  T h e  t o l e r a n c e  o f  p l a s m i d - f r e e  a n d  
p l a s m i d - b e a r i n g  s t r a i n s  o f £ .  c o l i  t o  a r s e n i t e  a n d  a r s e n a t e  w a s  
e x a m i n e d  b y  d e t e r m i n i n g  t h e  m i n i m a l  i n h i b i t o r y  c o n c e n t r a t i o n  ( M I C )  
o f  t h e s e  c o m p o u n d s .  G r o w t h  r e s p o n s e s  t o  a r s e n i t e  a n d  a r s e n a t e ,  
a s  w e l l  a s  M I C  d e t e r m i n a t i o n s ,  i n d i c a t e  t h a t  a  p r o b a b l e  t a r g e t  s i t e  
f o r  a r s e n i t e  t o x i c i t y  l i e s  w i t h i n  r e s p i r a t o r y  m e t a b o l i s m .  G r o w t h  
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i n h i b i t i o n  b y  a r s e n a t e  t o x i c i t y  i s  s h o w n  t o  b e  d e p e n d e n t  o n  a r s e n a t e  
a c c u m u l a t i o n  b y  p h o s p h a t e  u p t a k e  s y s t e m s .  S t u d i e s  o n  t h e  r e v e r s i b i l i t y  
o f  a r s e n i t e  a n d  a r s e n a t e  t o x i c i t y  u s i n g  g r o w t h  e x p e r i m e n t s  s h o w  t h a t  
t h e s e  c o m p o u n d s  a r e  b a c t e r i o s t a t i c .  G r o w t h  e x p e r i m e n t s  w e r e  u s e d  t o  
e x a m i n e  f o r  p l a s m i d - m e d i a t e d  p r o t e c t i o n  o f  t h e  p h o s p h a t e  u p t a k e  
s y s t e m s  ( P s t ,  P i t ,  G l p T  a n d  U h p T )  f r o m  a r s e n a t e  a c c u m u l a t i o n .  T h e  
c o n s t i t u t i v e  P i t  s y s t e m  w a s  s h o w n  t o  b e  f u n c t i o n a l  i n  J 5 3  ( R 7 7 3 ) ,  a n d  
a l o n g  w i t h  G l p T  a n d  U h p T ,  s h o w n  t o  b e  p r o t e c t e d  b y  R 7 7 3 .  G r o w t h  
e x p e r i m e n t s  w e r e  u s e d  t o  s t u d y  t h e  i n d u c t i o n  a n d  r e g u l a t i o n  o f  t h e  
a r s e n i c  r e s i s t a n c e  s y s t e m  i n  R 7 7 3 .  A r s e n i t e  w a s  s h o w n  t o  i n d u c e  
a r s e n i t e  r e s i s t a n c e  a l o n e ,  w h i l e  a r s e n a t e  w a s  s h o w n  t o  i n d u c e  b o t h  
a r s e n a t e  a n d  a r s e n i t e  r e s i s t a n c e .  N o n - i n h i b i t i n g  l e v e l s  o f  a r s e n i t e  
w e r e  s h o w n  t o  i n d u c e  a r s e n i t e  r e s i s t a n c e  t o  h i g h  l e v e l s  w i t h i n  1 5  m i n u t e s .  
T h e  p r o c e s s  w a s  s h o w n ,  b y  a m i n o  a c i d  s t a r v a t i o n  e x p e r i m e n t s ,  t o  r e q u i r e  
p r o t e i n  s y s t h e s i s .  F i n a l l y ,  a r s e n i c  s e n s i t i v e  v a r i a n t s  o f  R 7 7 3  a n d  
R 4 5  w e r e  i s o l a t e d  b y  t r a n s p o s o n  i n s e r t i o n  m u t a g e n e s i s .  T h e  p h e n o t y p e s  
o f  t h e  v a r i a n t s  i s o l a t e d  i n d i c a t e  t h a t  t h e  a r s e n i t e  a n d  a r s e n a t e  
r e s i s t a n c e  s y s t e m s  a r e  g e n e t i c a l l y  s e p a r a t e  i n  t h e s e  p l a s m i d s .  A  m o d e l  
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f o r  t h e  o r g a n i z a t i o n  a n d  r e g u l a t i o n  o f  t h e  a r s e n i c  r e s i s t a n c e  g e n e s  
o f  R 7 7 3  i s  p r o p o s e d  a n d  p o s s i b l e  m e c h a n i s m s  o f  r e s i s t a n c e  a r e  d i s c u s s e d  
i n  t h e  C o n c l u s i o n s .  
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T h e  m e m b e r s  o f  t h e  C o m m i t t e e  a p p r o v e  t h e  t h e s i s  o f  T h o m a s  
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A C K N O W L E D G M E N T S  
I  w o u l d  l i k e  t o  e x p r e s s  m y  d e e p  a p p r e c i a t i o n  a n d  t h a n k s  t o  
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I  N T  R O  D U C T  I O N  
A r s e n i c  e x i s t s  i n  na~ure i n  m a n y  d i f f e r e n t  b i o l o g i c a l l y  a c t i v e  
f o r m s .  I t  i s  s t a b l e  i n  f o u r  o x i d a t i o n  s t a t e s  ( + 5 ,  + 3 ,  O ,  - 3 )  u n d e r  
t h e  r e d o x  condition~ n o r m a l l y  f o u n d  i n  a q u a t i c  s t y s t e m s  ( 9 ) .  T h e  
m o s t  i m p o r t a n t  o f  t h e s e  a r e  A s +
3  
a s  a r s e n i t e  a n d  A s +
5  
a s . a r s e n a t e .  
A r s e n i c  m e t a l  a n d  A~-
3 
o c c u r  r a r e l y .  
A r s e n i c  e n t e r s  a q u a t i c  e n v i r o n m e n t s  p r i m a r i l y  b y  t w o  m e c h a n i s m s .  
I t  i s  l e a c h e d  f r o m  t h e  e a r t h ' s  c r u s t ,  w h e r e  i t  e x i s t s  i n  s e v e r a l  f o r m s ,  
e . g . ,  m e t a l  o r e s  s u c h  a s  a r s e n o p y r i t e  ( F e A s S ) ,  a n d  i t  i s  i n t r o d u c e d  
b y  h u m a n  a c t i v i t i e s  b o t h  u n i n t e n t i o n a l l y  a n d  i n t e n t i o n a l l y .  




)  e n t e r s  t h e  e n v i r o n m e n t  i n  m a - s s i v e  
q u a n t i t i e s ,  l i b e r a t e d  a s  a  b y - p r o d u c t  o f  t h e  s m e l t i n g  o f  o r e s  a n d  
t h e  c o m b u s t i o n  o f  f o s s i l  f u e l s  i n  p o w e r  p l a n t s .  I n  1 9 7 1 ,  5 0 , 0 0 0  
t o n s  o f  a r s e n i c  t r i o x i d e  w e r e  i n t e n t i o n a l l y  p r o d u c e d  b y  s m e l t e r s  
a r o u n d  t h e  w o r l d .  T h e  b u l k  o f  t h t s  w a s  u s e d  i n  t h e  U n i t e d  S t a t e s  a s  
h e r b i c i d e s  i n  f r e s h  w a t e r  1  a k e s  a n d  s t r e a m s ,  a s  s o i  1  s t e r i  1  a n t s ,  a n d  
a s  i n s e c t i c i d e s  ( 9 , 2 6 , 3 0 , 3 3 ) .  I n  1 9 7 7 ,  i t  w a s  f o u n d  t h a t  o n e  p o w e r  
p l a n t  b u r n i n g  b r o w n  c o a l  a s  t h e  f u e l  l i b e r a t e d  1 / 2  t o n  o f  a r s e n i c  
t r i o x i d e  i n t o  t h e  a t m o s p h e r e  d a i l y  ( 4 ) .  
W h e n  a r s e n i c  t r i o x i d e  i s  d i s s o l v e d  i n  w a t e r ,  i t  i s  h y d r o l y z e d  t o  
a r s e n o u s  a c i d .  A t  p h y s i o l o g i c a l  p H  t h i s  a c i d  p r o b a b l y  e x i s t s  p r e d o m i n a n t l y  
a s  H A s o
2  
( p K a  =  9 . 2 ) , a l t h o u g h  h y d r a t e s  o f  t h i s  a l s o  o c c u r  ( 3 2 ) .  
A r s e n o u s  a c i d  i s  c u s t o m a r i l y  ~eferred t o  a s  a r s e n i t e  e v e n  t h o u g h  
r e l a t i v e l y  l i t t l e  o . f  t h e  a n i o n  A s o
2
- e x i s t s  i n  s o l u t i o n .  
P e n t a v a l e n t  a r s e n i c  e n t e r s  t h e  e n v i r o n m e n t  i n  s e v e r a l  f o r m s .  
I t  i s  u s e d  a s  a n  i n s e c t i c i d e  i n  t h e  f o r m  o f  l e a d  a r s e n a t e  ( P b H A s 0
4
)  
( 9 , 2 1 )  a n d  e x i s t s  a s  a  c o n t a m i n a n t  i n  p r e s o a k s  a n d  h o u s e h o l d  




•  T h e  l a t t e r  
c o m p o u n d  a l s o  r e s u l t s  f r o m  m i c r o b i a l  a c t i o n  o n  b o t h  o r g a n i c  ( e . g . ,  




)  ( 1 9 , 2 2 )  p e s t i c i d e s .  
2  
A r s e n i c  c o m p o u n d s  h a v e  b e e n  k n o w n  t h r o u g h  t h e  a g e s  b o t h  f o r  t h e i r  
t o x i c  a n d  m e d i c i n a l  p r o p e r t i e s .  T h r o u g h o u t  t h e  M i d d l e  A g e s  a n d  u n t i l  
t h e  n i n e t e e n t h  c e n t u r y  a r s . e n i c a l s  w e r e  t h e  p r e f e r r e d  p o i s o n  f o r  
h o m o c i d a l  p r a c t i t i o n e r s .  A r s e n i c a l s  w e r e  u s e d  i n  O r i e n t a l  m e d i c i n e  
2 , 0 0 0 - 3 , 0 0 0  y e a r s  a g o .  T h e r a p e u t i c  a p p l i c a t i o n s  h a v e  c o n t i n u e d  e v e r  
s i n c e .  I n  t h e  n i n e t e e n t h  c e n t u r y ,  a r s e n i c a l s  w e r e  c o m m o n l y  u s e d  
a g a i n s t  t r y p a n o s o m a l  a n d  s p i r o c h e t a l  i n f e c t i o n s .  E v e n  t o d a y ,  F o w l e r ' s  
s o l u t i o n  ( K A s 0
2
)  c o n t i n u e s  t o  b e  u s e d  f o r  t h e  t r e a t m e n t  o f  a s t h m a  i - n  
s o m e  r e g i o n s  (  3 ) .  
T h e  t o x i c  p r o p e r t i e s  o f  a r s e n i c a l s  a r e  k n o w n  m o s t l y  t h r o u g h  t h e  
a c t i o n  o f  a r s e n i t e .  I t s  t o x i c i t y  i s  i n v a r i a b l y  e x p l a i n e d  ( 1 5 )  b y  i t s  
a c t i o n  a s  a  s u l f h y d r y l  r e a g e n t  ( h o w e v e r ,  s e e  R e s u l t s ) .  I t  i s  p a r t i c u l a r l y  
a c t i v e  a g a i n s t  v i c i n a l  d i t h i o l s  s u c h  a s  t h o s e  p r e s e n t  i n  t h e  l i p o i c  
a c i d  m o i e t y  o f  a - k e t o g l u t a r a t e  a n d  p y r u v a t e  d e h y d r o g e n a s e s .  B y  b l o c k i n g  
t h e s e  o x i d a t i v e  e n z y m e s  a r s e n i t e  c a u s e s  t h e  a c c u m u l a t i o n  o f  
a - k e t o g l u t a r a t e ,  p y r u v a t e  a n d  o t h e r  a - k e t o  a c i d s .  
H O - A s = O  
+  
, .  C H
2  




, , ,  C O O H  
C H  " C H  ' C H "  ' C H  
.  2  .  2  2  
s  s  
H  H  
l  
, , . . C H
2
,  , . . C H
2
,  / C H
2







s  / s  
' A s  
I  




A r s e n i t e  m a y  a l s o  r e a c t  d i r e c t l y  w i t h  t h e  s u l f h y d r a l  g r o u p s  o f  
e n z y m e s  o r  t h e i r  s u b s t r a t e s  b y  a  n u m b e r  o f  p o s s i b l e  m~chanisms (32)~ 
3  
A r s e n i t e  a c c u m u l a t e s  i n  t h e  t i s s u e s  o f  h u m a n s  a n d  o t h e r  o r g a n i s m s  
m o s t l y  b e c a u s e  o f  i t s  a c t i o n  a s  a  s u l f h y d r a l  r e a g e n t .  I t  c a n  b e  
f o u n d  b o u n d  t o  t h e  k e r a t i n  o f  s k i n ,  n a i l s  a n d  h a i r  l o n g  a f t e r  e x p o s u r e  
( 2 3 ) .  P o i s o n i n g  i s  u s u a l l y  o f  a  c h r o n i c  r a t h e r  t h a n  a c u t e  n a t u r e .  
M a n y  r o u t e s  o f  c h r o n i c  p o i s o n i n g  a r e  k n o w n ,  i n c l u d i n g  d r i n k i n g  
c o n t a m i n a t e d  w e l l  w a t e r ,  l o n g  t e r m  i n h a l a t i o n  o f  a r s e n i c  p a r t i c u l a t e s  
a n d  m e d i c i n a l  a p p l i c a t i o n s .  S o m e  a u t h o r s  a r e  c o n v i n c e d  a r s e n i t e  i s  
a  p o t e n t  c a r c i n o g e n  ( 1 0 ) ,  w h i l e  o t h e r s  c i t e  n u m e r o u s  s t u d i e s  s h o w i n g  
s t r o n g  l i n k a g e  b e t w e e n  a r s e n i t e  a n d  c a n c e r  ( 3 0 ) .  E v i d e n c e  h a s  b e e n  
o b t a i n e d  w h i c h  s u g g e s t s  a r s e n i t e  i s  m u t a g e n i c  a n d  m a y  i n t e r f e r e  w i t h  
D N A  r e p a i r  m e c h a n i s m s  ( 1 0 , 2 4 ) .  
T h e  t o x i c i t y  o f  a r s e n a t e  i s  r o u g h l y  6 0 - f o l d  l e s s  t h a n  a r s e n i t e  ( 3 2 ) .  
T h i s  d i f f e r e n c e  i s  d u e  p r i m a r i l y  t o  t h e  a b i l i t y  o f  a r s e n i t e  t o  f o r m  
m o r e  s t a b l e  b o n d s  w i t h  c e l l u l a r  c o n s t i t u e n t s .  A r s e n a t e  d o e s  n o t  
a c c u m u l a t e  i n  t i s s u e s  a n d  d o e s  n o t  r e a c t  w i t h  s u l f h y d r a l  g r o u p s .  I t  
i s  r a p i d l y  e x c r e t e d  b y  t h e  k i d n e y s .  I t s  t o x i c i t y  i s  d u e  t o  i t s  
4  
s i m i l a r i t y  t o  p h o s p h a t e ,  b o t h  i n  s i z e  a n d  g e o m e t r y .  I t  i s  t h o u g h t  
t o  b e  a b l e  t o  s u b s t i t u t e  f o r  p h o s p h a t e  i n  v i r t u a l l y  a l l  p h o s p h o r y l a t i o n  
r e a c t i o n s  ( 3 2 ) .  ~owever, t h e  r e s u l t i n g  e s t e r s  a r e  v e r y  u n s t a b l e .  
O n c e  a  s u b s t r a t e  w h i c h  h a s  b e e n  e n z y m a t i c a l l y  e s t e r i f i e d  w i t h  a r s e n a t e  
d i s s o c i a t e s  f r o m  t h e  e n z y m e ,  i t  s p o n t a n e o u s l y  u n d e r g o e s  h y d r o l y s i s .  
T h e  o v e r a l l  p r o c e s s ,  w h i c h  r e f o r m s  a r s e n a t e  a n d  t h e  o r i g i n a l  s u b s t r a t e  
( o r  p r o d u c t ) ,  i s  ca~led a r s e n o l y s i s .  
T h e r e  a r e  t w o  p a r t i c u l a r l y  i m p o r t a n t  r e a c t i o n s  w h i c h  s e e m  t o  b e  
s e n s i t i v e  t o  u n c o u p l i n g  b y  a r s e n a t e .  B o t h  i n v o l v e  t h e  s y n t h e s i s  o f  
A T P  f r o m  A D P  a n d  i n o r g a n i c  p h o s p h a t e ,  n a m e l y ,  t h e  re~ctions o f  s u b s t r a t e  
l e v e l  a n d  o x i d a t i v e  p h o s p h o r y l a t i o n s .  T h e  f i r s t  i n v o l v e s  t h e  o x i d a t i o n  
o f  3 - p h o s p h o g l y c e r a l d e h y d e  t o  1 , 3 - d i p h o s p h o g l y c e r a t e .  T h e  i n o r g a n i c  
p h o s p h a t e  i n c o r p o r a t e d  i n  t h e  r e a c t i o n  i s  s u b s e q u e n t l y  t r a n s f e r e d  t o  
A D P  f o r m i n g  A T P  a n d  3 - p h o s p h o g l y c e r a t e .  A r s e n a t e  m a y  s u b s t i t u t e  f o r  
t h e  p h o s p h a t e  f o r m i n g  l - a r s e n o - 3 - p h o s p h o g l y c e r a t e .  T h i s  s t r u c t u r e  
t h e n  u n d e r g o e s  s p o n t a n e o u s  a r s e n o l y s i s  t o  r e f o r m  a r s e n a t e  a n d  
3 - p h o s p h o g l y c e r a t e .  
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T h e  s e c o n d  i m p o r t a n t  r e a c t i o n  i n v o l v e s  t h e  s y n t h e s i s  o f  A T P  f r o m  
A D P  a n d  i n o r g a n i c  p h o s p h a t e  b y  m e m b r a n e - b o u n d  a d e n o s i n e  t r i p h o s p h a t a s e  
( A T P a s e ) ,  a n  e n z y m e  c o m p l e x  e n e r g i z e d  b y  t h e  p r o t o n  m o t i v e  f o r c e  
. g e n e r a t e d  d u r t n g  e l e c t r o n  t r a n s p o r t .  A g a i n  a r s e n a t e  m a y  s u b s t i t u t e  f o r m i n g  
y - a r s e n o - A D P ,  w h i c h  t h e n  spontaneo~sly u n d e r g o e s  a r s e n o l y s i s  t o  A D P  
a n d  a r s e n a t e .  
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I n  b o t h  o f  t h e s e  e x a m p l e s  t h e  e n e r g y  c o n s u m e d  d u r i n g  t h e  r e a c t i o n s  
f a n n i n g  t h e  a r s e n o  c o m p o u n d s  i s  l o s t .  H e n c e ,  a r s e n a t e  a p p e a r s  t o  a c t  
b y  a  g e n e r a l  m e c h a n i s m  w h i c h  d e p l e t e s  a  c e l l  o f  m e t a b o l i c  e n e r g y .  
I n  l i g h t  o f  t h e  m e c h a n i s m s  o f  t o x i c i t y  a n d  a  f e w  o f  t h e  r o u t e s  
o f  e n v i r o n m e n t a l  c o n t a m i n a t i o n  j u s t  d e s c r i b e d ,  t h e  n e e d  f o r  t h e  m a x i m u m  
s a f e  l i m i t s  f o r  a r s e n i c  w h i c h  h a v e  b e e n  s e t  b y  t h e  U . S .  P u b l i c  H e a l t h  
S e r v i c e  a r e  o b v i o u s  ( 9 ) .  T h a t  p o l l u t i o n  o f  o u r  n a t u r a l  w a t e r s  i s  i n d e e d  
a  p o t e n t i a l l y  s e r i o u s  p r o b l e m  w a s  s h o w n  i n  1 9 7 1  w h e n  a  s t u d y  
d e m o n s t r a t e d  t h a t  2 1 %  o f  7 2 7  f r e s h  w a t e r  l a k e s  a n d  s t r e a m s  e x a m i n e d  
w e r e  c o n t a m i n a t e d  w i t h  a r s e n i c  a t  l e v e l s  e x c e e d i n g  t h e  s t a n d a r d s  s e t  
b y  t h e  U . S .  P u b l i c  H e a l t h  S e r v i c e  ( 9 ) .  T h e s e  s t a n d a r d s  w e r e  e x c e e d e d  
f a r  m o r e  f r e q u e n t l y  f o r  a r s e n i c  t h a n  f o r  a n y  o t h e r  e l e m e n t  p o t e n t i a l l y  
h a z a r d o u s  t o  h u m a n  h e a l t h .  
B a c t e r i a l  s t r a i n s  r e s i s t a n t  t o  a r s e n i t e  a n d  a r s e n a t e  ( o r  b o t h )  a r e  
r e a d i l y  i s o l a t e d  f r o m  n a t u r e  a n d  r e p r e s e n t  a  b r o a d  r a n g e  o f  s p e c i e s  
(  1 2 ,  1 8  , 2 2  , 2 9 ) .  T h · e  r e s i s t a n c e ,  i n  m a n y  c a s e s ,  c a n  b e  s h o w n  t o  b e  
d e t e r m i n e d  b y  a  p l a s m i d .  O f t e n  t h e s e  p l a s m i d s  c a n  b e  t r a n s f e r r e d  b y  
c o n j u g a t i o n  a m o n g  t h e  E n t e r o b a c t e r i a c e a e  ( 1 2 , 2 9 ) .  
T h e  m e c h a n i s m s  o f  a r s e n a t e  r e s i s t a n c e  i n  p l a s m i d - f r e e  s t r a i n s  o f  
E .  c o l i  h a v e  b e e n  e x t e n s i v e l y  s t u d i e d  ( 5 , 3 5 , 3 7 ) .  T h e s e  s t r a i n s  p o s s e s s  
t h r e e  u p t a k e  s y s t e m s  w h i c h  a r e  a b l e  t o  t r a n s p o r t  p h o s p h a t e  a n d  w h i c h  
f a i l  t o  e f f e c t i v e l y  d i s c r i m i n a t e  b e t w e e n  p h o s p h a t e  a n d  a r s e n a t e .  
T h e s e  a r e  t h e  c o n s t i t u t i v e  P i t  s y s t e m ,  w h i c h  i s  t h e  p r i m a r y  p h o s p h a t e  
t r a n s p o r t  s y s t e m ,  a n d  t w o  i n d u c i b l e  s y s t e m s ,  t h e  g l y c e r o l  p h o s p h a t e  
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t r a n s p o r t  s y s t e m  ( G l p T )  a n d  t h e  h e x o s e  p h o s p h a t e  t r a n s p o r t  s y s t e m  
( U h p T ) .  T h e  l a t t e r  t w o  s y s t e m s  a l s o  t r a n s p o r t  p h o s p h a t e  a n d  a r s e n a t e  
w h e n  i n d u c e d  b y  g r o w t h  o n  g l y c e r o l  p n o s p h a t e  ( o r  g l y c e r o l )  o r  h e x o s e  
p h o s p h a t e s  ( e . g . ,  g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t e ) ,  r e s p e c t i v e l y .  
C h r o m o s o m a l  m u t a t i o n s  w h i c h  c o n f e r  a r s e n a t e  r e s i s t a n c e  ( p i t - )  
i n v a r i a b l y  r e s u l t  i n  t h e  l o s s  o f  t h e  c o n s t i t u t i v e  p h o s p h a t e  u p t a k e  
s y s t e m .  T h e s e  m u t a n t s  a r e  r e s i s t a n t  t o  a r s e n a t e  w h e n  g r o w n  u s i n g  
g l u c o s e  a s  t h e  c a r b o n  s o u r c e  b e c a u s e  a  f o u r t h  p h o s p h a t e  u p t a k e - s y s t e m ,  
t h e  i n d u c i b l e  P s t  s y s t e m ,  i s  u s e d  u n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s .  T h e  P s t  
s y s t e m  i s  a b l e  t o  e f f e c t i v e l y  d i s c r i m i n a t e  b e t w e e n  p h o s p h a t e  a n d  
a r s e n a t e .  T h u s  p i t - m u t a n t s  a r e  r e s i s t a n t  t o  a r s e n a t e  w h e n  g r o w n  
u s i n g  g l u c o s e  a s  t h e  c a r b o n  s o u r c e ,  b u t  a r e  s e n s i t i v e  t o  a r s e n a t e  
w h e n  g r o w n  u s i n g  g l y c e r o l  o r  g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t e  a s  c a r b o n  s o u r c e s  
(  5 , 3 5 ) .  C h r o m o s o m a l  m u t a t i o n s  w h i c h  c o n f e r  r e s i s t a n c e  t o  a r s e n a t e  
w h e n  g r o w n  u s i n g  g l y c e r o l  ( g l p T - )  o r  g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t e  ( u h p T - )  
a s  t h e  c a r b o n  s o u r c e  c a n  a l s o  b e  i s o l a t e d  (  5 , 3 5 ) .  
T h e  m e c h a n i s m s  o f  a r s e n i t e  r e s i s t a n c e  i n  p l a s m i d - f r e e  s t r a i n s  
o f  E .  c o l i  a r e  l e s s  w e l l  c h a r a c t e r i z e d .  C h r o m o s o m a l  m u t a t i o n s  w h i c h  
c o n f e r  a r s e n i t e  r e s i s t a n c e  h a v e  b e e n  i s o l a t e d  ( 2 8 )  a n d  s e e m  t o  r e s u l t  
i n  t h e  a l t e r a t i o n  o f  t h e  m e m b r a n e - b o u n d  A T P a s e  u s e d  f o r  A T P  sy~thesis 
d u r i n g  o x i d a t i v e  p h o s p h o r y l a t i o n .  T h e s e  u n c o u p l e d  ( u n a - )  m u t a n t s  l a c k  
a  f u n c t i o n a l  A T P a s e  a n d  a s  s u c h  r e q u i r e  a  f e r m e n t a b l e  c a r b o n  s o u r c e  
( e . g . ,  g l u c o s e )  f r o m  w h i c h  t h e y  o b t a i n  e n e r g y  t h r o u g h  s u b s t r a t e  l e v e l  
p h o s p h o r y l a t i o n .  T h e y  a r e  u n a b l e  t o  g r o w  o n  r e s p i r a t i o n  d e p e n d e n t  
c a r b o n  s o u r c e s  s u c h  a s  s u c c i n a t e .  
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A l t h o u g h  thes~ f i n d i n g s  s u g g e s t  t h a t  t h e  A T P a s e  m a y  e i t h e r  b e  
a  t a r g e t  s i t e  f o r  a r s e n i t e  t o x i c i t y  o r  a  s i t e  b y  w h i c h  a r s e n i t e  m i g h t  
g a i . n  e n t r a n c e  t o  t h e  i n t e r i o r  o f  c e l l s ,  n e i t h e r  o f  t h e s e  p o s s i b i l i t i e s  
h a s  a s  y e t  b e e n  v e r i f i e d .  
T h e  m e c h a n i s m s  o f  p l a s m i d - m e d i a t e d  r e s i s t a n c e  t o  a r s e n i t e  a n d  
a r s e n a t e  a r e  e n t i r e l y  u n k n o w n .  T h i s  s t u d y  w a s  u n d e r t a k e n  t o  s h e d  l i g h t  
o n  t h e s e  m e c h a n i s m s  u s i n g  p l a s m i d - b e a r i n g  s t r a i n s  o f  E .  c o l i  w h i t h  a r e  
- - -
h i g h l y  r e s i s t a n t  t o  b o t h  a r s e n i t e  a n d  a r s e n a t e .  T h e  o r i g i n a l  b a c t e r i a l  
s t r a i n s  w h i c h  p o s s e s s e d  t h e s e  p l a s m i d s  w e r e  i s o l a t e d  f r o m  n a t u r e .  O f  
p a r t i c u l a r  i m p o r t a n c e  i n  t h i s  i n v e s t i g a t i o n  i s  t h e  q u e s t i o n  o f  w h e t h e r  
o r  n o t  p l a s m i d - b e a r i n g  a r s e n i c  r e s i s t a n t  s t r a i n s  o f f . .  c o l i  c a r r y  o u t  
s o m e  t r a n s f o r m a t i o n  o f  a r s e n i t e  t o  a  l e s s  t o x i c  f o r m .  A  m e t h o d  o f  
s e p a r a t i n g  a n d  d e t e c t i n g  a r s e n i t e ,  a r s e n a t e  a n d  p h o s p h a t e  w a s  
d e v e l o p e d  i n  o r d e r  t o  d e t e n n i n e  t h i s .  O t h e r  m e t h o d s  o f  d e t e c t i n g  
a r s e n i t e  d e t o x i f i c a t i o n  w e r e  a l s o  u s e d .  S e v e r a l  m e t h o d s  w e r e  u s e d  
t o  d e t e n n i n e  t h e  t o l e r a n c e  a n d  g r o w t h  r e s p o n s e s  t o  a r s e n i c .  S t u d i e s  
o n  t h e  r e v e r s i b i l i t y  o f  a r s e n i t e  a n d  a r s e n a t e  t o x i c i t y  w e r e  c a r r i e d  
o u t .  E a c h  o f  t h e  u p t a k e  s y s t e m s  k n o w n  t o  t r a n s p o r t  p h o s p h a t e  a n d  
a r s e n a t e  w a s  e x a m i n e d  t o  . d e t e r m i n e  w h i c h  w e r e  p r o t e c t e d  b y  t h e  p r e s e n c e  
o f  t h e  p l a s m i d .  S t u d i e s  a n  t h e  r e g u l a t i o n  o f  t h e  a r s e n i c  g e n e s  w e r e  
c a r r i e d  o u t  u s i n g  i n d u c t i o n  e x p e r i m e n t s  u n d e r  v a r i o u s  c o n d i t i o n s .  
F i n a l l y ,  i n  o r d e r  t o  l e a r n  s o m e t h i n g  a b o u t  t h e  o r g a n i z a t i o n  o f  t h e  
a r s e n i c  r e s i s t a n c e  g e n e s , p l a s m i d  m u t a n t s  w e r e  i s o l a t e d  w h i c h  h a d  
l o s t  f u n c t i o n a  1  a r s e n i c  r e s i s t a n c e  _ g e n e s .  
M A T E R I A L S  A N D  M E T H O D S  
B a c t e r i a l  S t r a i n s  a n d  S o u r c e s  
E a c h  o f  t h e  s t r a i n s  o f  E s c h e r i c h i a  c o l i  u s e d  i · n  t h e  c o u r s e  
o f  t h i s  s t u d y  w a s  a  d e r i v a t i v e  o f  E .  c o l i  K - 1 2  ( 2 ) .  P l a s m i d - f r e e  a n d  
- - -
p l a s m i d - b e a r i n g  s t r a i n s  of~· c o l i  J 5 3  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  D r .  A n n  
S u m m e r s ,  U n i v e r s i t y  o f  G e o r g i a ,  D e p a r t m e n t  o f  M i c r o b i o l o g y .  E s c h e r i c h i a  
c o l i  W A 8 0 2  w a s  o b t a i n e d  f r o m  the~- c o l i  G e n e t i c  S t o c k  C e n t e r ,  Y a l e  
U n i v e r s i t y ,  S c h o o l  o f  M e d i c i n e ,  D e p a r t m e n t  o f  H u m a n  G e n e t i c s .  A l c a l i g e n e s  
f a e c a l i s  Y E 5 6  w a s  o b t a i n e d  f r o m  D r .  M a r y  T a y l o r ,  P o r t l a n d  S t a t e  U n i v e r s i t y · ,  
D e p a r t m e n t  o f  B i o l o · g y .  B a c t e r i o p h a g e  l a m b d a  _ ( ) . :  : T n 5 )  w a s  o b t a i n e d  f r o m  
D r .  D o u g l a s  B e r g ,  W a s h i n g t o n  U n i v e r s i t y ,  S c h o o l  o f  M e d i c i n e ,  D e p a r t m e n t  
o f  M i c r o b i o l o g y  a n d  I m m u n o l o g y .  T h o s e  s t r a i n s  m a r k e d  w i t h  a n  a s t e r i s k  ( * }  
w e r e  c o n s t r u c t e d  i n  t h e  c o u r s e  o f  t h i s  s t u d y .  
S T R A I N .  
E s c h e r i c h i a  c o l i  
J 5 3  
J 5 3 ( R 4 5 )  
J 5 3 ( R 7 7 3 )  
W A 8 0 2  
* J 5 3 S p c r  
c * J 5 3 S p c r A s a r  
c * J 5 3 S p c r A s a r ( R 7 7 3 )  
R E L E V A N T  P H E N O T Y P E S a , b  
- - - +  
P r o  M e t  F  A  
( A s i r A s a r T e t r A m p r S u l r )  
. r  r  r  r )  
( A s 1  A s a  T e t  S t r  
M e t _ F _ > - _  
S p c r  
S p c r A s a r  
r  r  . r  r  r  r  
S p c  A s a  ( A s 1  A s a  T e t  S t r  )  
* W A 8 0 2  R i f r  
c * W A 8 0 2  R i f r A s a r  
* J 5 3 S p c r ( R 7 7 3  A::T~5) 
* J 5 3 S p c r ( R 7 7 3  B : : T n 5 )  
* J 5 3 S p c r ( R 7 7 3  C : : T n 5 )  
* J 5 3 S p c r ( R 4 5  A : : T n 5 )  
* J 5 3 S p c r ( R 4 5  B::Tn~) 
* J 5 3 S p c r ( R 4 5  C : : T n 5 )  
A l c a l i g e n e s  f a e c a l i s  
Y E 5 6  
R i f r  
R i f r A s a r  
S p c r ( A s i r A s a
5
K a n r )  
S p c r ( A s i s A s a r K a n r )  
S p c r ( A s i s A s a s K a n r )  
S p c r ( A s i r A s a s K a n r )  
S p c r ( A s i
5
A s a r K a n r )  




K a n r )  
A s i  r A s a r  
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B a c t e r i o p h a g e  l a m b d a  
A  b 2 2 1  c I 8 5 7  r e x : : T n 5  ( K a n )  
a .  A b b r e v i a t i o n s  a n d  s y m b o l s  u s e d  a r e  d e f i n e d  i n  T a b l e  I .  
b .  P h e n o t y p e s  w h i c h  a r e  d e t e r m i n e d  b y  p l a s m i d  g e n e s  a r e  s h o w n  i n  
p a r e n t h e s e s .  T h o s e  n o t  s h o w n  i n  p a r e n t h e s e s  a r e  c h r o m o s o m a l l y  
d e t e r m i n e d .  
c .  T h e  c h r o m o s o m a l l y  d e t e r m i n e d  s p o n t a n e o u s  m u t a t i o n  t o  a r s e n a t e  
r e s i s t a n c e  w a s  s e l e c t e d  f o r  o n  g r o w t h  m e d i u m  c o n t a i n i n g  g l u c o s e  
a s  t h e  c a r b o n  s o u r c e .  T h e s e  s t r a i n s ,  a s  w~ll a s  w i l d  t y p e  s t r a i n s ,  
s h o w  a r s e n a t e  s e n s i t i v i t y  w h e n  g r o w n  o n  o t h e r  c a r b o n  s o u r c e s .  
G e n e t i c  t e c h n i q u e s  w e r e  n o t  u t i l i z e d  t o  m a p  t h i s  m u t a t i o n ;  h o w e v e r ,  
i t  i s  m o s t  l t k e l y  p i t - .  S t r a i n s  w i t h  t h i s  m u t a t i o n  h a v e  b e e n  s h o w n  
b y  W i l l s k y  ( 3 5 )  t o  p o s s e s s  a n  a l t e r e d  i n o r g a n i c  p h o s p h a t e  t r a n s p o r t  
s y s t e m  ( P i t ) .  T h e s e  s t r a i n s  a r e  d i s c u s s e d  i n  m o r e  d e t a i l  i n  t h e  
r e s u l t s .  
M O P S  
P r o  
-
M e t  
P i t  
P s t  
G l p T  




A s i  
A s a  
:  : T n 5  
T e t  
A m p  
S t r  
S u l  
S p c  
K a n  
R i f  
r  
s  
T A B L E  I .  
A b b r e v i  a t i  a n s  a n d  S y m b o l s  
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m o r p h o l i n o p r o p a n e  s u l f o n i c  a c i d  
r e q u i r e m e n t  f o r  L - p r o l i n e  
r e q u i r e m e n t  f o r  L - m e t h i o n i n e  
i n o r g a n i c  p h o s p h a t e  t r a n s p o r t  s y s t e m  
p h o s p h a t e  s p e c i f i c  t r a n s p o r t  s y s t e m  
g l y c e r o l  p h o s p h a t e  t r a n s p o r t  s y s t e m  
u p t a k e  f o r  h e x o s e  p h o s p h a t e s  t r a n s p o r t  s y s t e m  
l a c k i n g  the~· c o l i  s e x  f a c t o r  F  
b a c t e r i o p h a g e  l a m b d a  
a r s e n i t e  
a r s e n a t e  
c a r r y i n g  t h e ·  t r a n s p o s a b l e  g e n e t i c  e l e m e n t  T n 5  
t e t r a c y c l i n e  
a m p i  c i  1 1  i n  
s t r e p t o m y c i n  
s u l  f a n i l  a m i d e  
s p e c t i n o m y c i n  
k a n a m y c i n  
r i f a m p i c i n  
r e s i s t a n t  
s e n s i t i v e  
1 0  
1 1  
G r o w t h  M e d f a  
I .  C o l i - M O P S .  T h e  s t a n d a r d  m e d i u m  u s e d  · f o r  m o s t  s t u d i e s  i s  
N e i d h a r d t ' s  m i n i m a l  m e d i u m  f o r  E n t e r o b a c t e r i a  ( 1 7 ) ,  w i t h  s l i g h t  
m o d i f i c a t i o n .  T h e  a b b r e v i a t i o n s  e m p l o y e d  f o r  t h i s  m e d i u m  a r e  b a s e d  
o n  t h e  d i f f e r e n t  c a r b o n  s o u r c e s  u t i l i z e d  a s  f o l l o w s :  g l u c o s e  ( C M - G l u ) ,  
g l y c e r o l  ( C M - G l y ) ,  a c e t a t e  ( C M - A c e ) ,  a n d  g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t e  ( C M - G 6 P ) .  
T h e  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n s  a n d  s o u r c e s  o f  c h e m i c a l s  a r e  a s  f o l l o w s :  
A .  
M O P S  b u f f e r  
4 0 . 0 0 m M  
S i g m a  
B .  
T r i  c i n e  
4 . _ 0 0 m M  
M a l l i n c k r o d t  - A R  
F e s o 4 7 H
2
o  
O . O l m M  







9  . 5 2 m M  





0 . 2 8 m M  
I I  





0 . 5 2 m M  
I I  
N a C l  
5 0 . 0 0 m M  
I I  
c .  
( N H 4 ) 5 ( M 0 7 ) 2 4 ·
4
H 2 0  
3  X  1 0 -
6





4  X  1 0 -
4
m M  
M a l l i n c k r o d t  - A R  





3  X  l 0 -
5
m M  
I I  





1  X  1 0 -
5
m M  
I I  





8  X  1 0 -
5
m M  B a k e r  &  A d a m s o n  - R G  





1  X  1 0 -
5
m M  
M a l l i n c k r o d t  - A R  





5  X  1 0 -
3
m M  
I I  
D .  
O n e  o f  t h e  f o l l o w i n g :  
g l u c o s e  
0 . 5 %  
I I  
g l y c e r o l  
0 . 5 %  
I I  
N a - a c e t a t e  
1 . 0 %  
B a k e r  A n a l y z e d  R e a g e n t  
N a - g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t e  
0 . 5 %  
S i g m a  
E .  
L - p r o l i n e  
1 0 0 ) . J g / m l  
I I  
L - m e t h i o n i n e  
1 0 0 . u g / m l  
I I  
t h i a m i n e - H C l  
2 µ g / m l  
I I  
1 2  





1 . 3 2 m M  
M a l l i n c k r o d t  - A R  
G .  N a A s 0
2  
( a s  i n d i c a t e d )  
M a l l i n c k r o d t  - A R  
N a 2 H A s 0 4 · ? H 2 0  
I I  
I I  
s p e c t i n o m y c i n  
I I  
U p j o h n  
t e t r a c y c l i n e  
I I  
S i g m a  
s t r e p t 0 m y c i n  
I I  
I I  
k a n o m y c i n  
I I  
I I  
r i f a m p i c i n  
I I  
I I  
s u l f a n i l a m i d e  
I I  
I I  
a m p i  c i  1 1  i n  
I f  
B r i s t o  1  
P r e p a r a t i o n .  M O P S  b u f f e r ,  g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t e ,  anti~iotics, a n d  
a r s e n i c  w e r e  w e i g h e d  o u t  i m m e d i a t e l y  p r i o r  t o  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  m e d i a .  
C o m p o n e n t s  B ,  C ,  D ,  E ,  a n d  F  w e r e  p r e p a r e d  a s  5 0 ,  1 0  , 0 0 0 ,  1 0 0 ,  1 0 0 ,  a n d  
1 0 0 - f o l d  c o n c e n t r a t e s  r e s p e c t i v e l y ,  u s i n g  g l a s s  d i s t i l l e d  w a t e r  a n d  
s t o r e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  T h e  m e d i u m  p r e p a r a t i o n  w a s  c a r r i e d  o u t  b y  ,  
s u c c e s s i v e  a d d i t i o n  o f  t h e  c o m p o n e n t s ,  i n  o r d e r ,  t o  a p p r o x i m a t e l y  8 0 %  
o f  t h e  f i n a l  v o l u m e  o f  d i s t i l l e d  w a t e r ,  t i t r a t i o n  t o  p H  7 . 4  w i t h  s o d i u m  
h y d r o x i d e ,  f o l l o w e d  b y  a d j u s t m e n t  o f  t h e  f i n a l  v o l u m e .  A r s e n i t e  a n d  
a r s e n a t e  w e r e  a l w a y s  a d d e d  b e f o r e  t i t r a t i o n  s i n c e  t h e s e  c o m p o u n d s  c a u s e  
s i g n i f i c a n t  a l t e r a t i o n s  i n  p H .  A n t i b i o t i c s  w e r e  u s u a l l y  a d d e d  b e f o r e  
t i t r a t i o n ,  h o w e v e r ,  o n  o c c a s i o n  t h e y  w e r e  a d d e d  t o  c o m p l e t e  m e d i u m  
i m m e d i a t e l y  b e f o r e  u s e  w i t h o u t  s t e r i l i z a t i o n .  S t o c k  s o l u t i o n s  a n d  
m e d i a  w e r e  s t e r i l i z e d  b y  f i l t r a t i o n  u s i n g  a  g l a s s  M i l l i p o r e  s u p p o r t  
w i t h  e i t h e r  M i l l i p o r e  o r  S a r t o r i u s  0.45~m c e l l u l o s e  a c e t a t e  f i l t e r s  
p r e - w a s h e d  w i t h  2 5 0 m 1  o f  h o t  d i s t i l l e d  w a t e r .  P r e p a r e d  m e d 1 a  w a s  
s t o r e d  a t  s
0
c  a n d  u s e d  n o  l a t e r  t h a n  o n e  m o n t h  a f t e r  p r e p a r a t i o n .  
1 3  
I I .  O v e r n i g h t  C o 1 i - M O P S .  T h e  m e d i u m  u s e d  f o r  c u l t u r i n g  c e l l s  
o v e r n i g h t  w a s  p r e p a r e d  i n  t h e  s a m e  f a s h i o n  a s  s t a n d a r d  C M  e x c e p t  t h a t  
t h e  c a r b o n  s o u r c e  w a s  l i m i t e d  t o  0 . 0 5 % .  T h i s  m e d i u m  w i l l  o n l y  s u p p o r t  
a  l i m i t e d  a m o u n t  o f  g r o w t h  b e f o r e  t h e  s o u r c e  o f  c a r b o n  i s  e x h a u s t e d .  
T h e  f o l l o w i n g  m o r n i n g  t h e s e  c e l l s  a r e  s u b c u l t u r e d  i n t o  f r e s h  C M  
m e d i u m .  T h e  a d v a n t a g e  o f  u s i n g  t h i s  techni~ue i s  t h a t  t h e  c e l l s  
s u b c u l t u r e d  t h e  f o l l o w i n g  m o r n i n g  a f t e r  c a r b o n  s o u r c e  l i m i t a t i o n  e n t e r  
e x p o n e n t i a l  g r o w t h  p h a s e  r a p i d l y .  
A r s e n i c  a n d  a n t i b i o t i c s  w e r e  a d d e d  w h e r e  i n d i c a t e d .  T h e  
a b b r e v i a t i o n s  u s e d  f o r  t h i s  m e d i u m  a r e ·  C M - G l u  ( 0 . 0 5 % ) ,  C M - G l y  (0.05%)~ 
C M - A c e  ( 0 . 0 5 % ) ,  o r  C M - G 6 P  ( 0 . 0 5 % ) .  
I I I .  C o l i - - M O P S  A g a r .  C o l i - M O P S  a g a r  w a s  p r e p a r e d  b y  t h e  a d d i t i o n  
o f  f i l t e r  s t e r i l t z e d  d o u b l e  s t r e n g t h  C M  t o  a u t o c l a v e  s t e r i l i z e d  d o u b l e  
s t r e n g t h  a g a r  ( D i f e o  P u r i f i e d  A g a r  - 2 %  r i n a l  c o n c e n t r a t i o . n ) .  A r s e n i c  
a n d  a n t i b i o t i c s  w e r e  a d d e d  w h e r e  i n d i c a t e d .  
I V .  C o l i - M O P S  w i t h  L i m i t i n g  P h o s p h a t e .  T h i s  m e d i u m  w a s  p r e p a r e d  
i n  t h e  s a m e  f a s h i o n  a s  s t a n d a r d  C M - G l u  e x c e p t  t h a t  t h e  p h o s p h a t e  
c o n c e n t r a t i o n  w a s  r e d u c e d  t o  5  X  1 0 -
5
M .  I t  i s  a b b r e v i a t e d  C M - G l u  
( l i m . P i ) .  
V .  D a v i s  M i n i m a l  B r o t h .  D a v i s  m i n i m a l  ( D M )  b r o t h  w a s  p r e p a r e d  
f r o m  M i n i m a l  B r o t h  D a v i s  ( D i f e o ) .  T h e  s a l t s  c o m p o n e n t  w a s  a u t o c l a v e  
s t e r i l i z e d .  G l u c o s e ,  a m i n o  a c i d s  ( c o m p o n e n t s  D  a n d  E  f r o m  C M  m e d i u m } ,  
a n d  a n t i b i o t i c s  ( a s  i n d i c a t e d )  w e r e  a d d e d  a f t e r  s t e r i l i z a t i o n .  
1 4  
V I .  D a v i s  Min1m~l _ A g a r .  D a v i s  m i n i m a l  ( D M )  a g a r  w a s  p r e p a r e d  
b y  t h e  a d d i t i o n  o f  d o u b l e  · s t r e n g t h  D M  b r o t h  t o  a u t o c l a v e  s t e r i - l i z e d  
d o u b l e  s t r e n g t h  a g a r  ( 2 %  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n ) .  A n t i b i o t i c s  w e r e  a d d e d  
a s  i n d i c a t e d .  
V I I .  N u t r i e n t  B r o t h  p l u s  Y e a s t  E x t r a c t .  E a c h  l i t e r  o f  N B Y E  
c o n t a i n e d  8 g  B a c t o  N u t r i e n t  B r o t h  ( D i f e o )  a n d  3 g  B a c t o  Y e a s t  E x t r a c t .  
T h i s  m e d i u m  w a s  s t e r i l i z e d  b y  autoclav~ngo 
V I I I .  H - B r o t h  a n d  H - A g a r .  E a c h  l i t e r  o f  H - b r o t h  c o n t a i n e d  1 0  g  
B a c t o - t r y p t o n e  ( D i f e o )  a n d  8 g  N a C l  ( M a l l i n c k r o d t  - A R ) .  E a c h  l i t e r  
o f  H - a g a r  c o n t a i n e d  t h e  s a m e  p l u s  2 %  a g a r  ( B a c t o  A g a r - D i f e o ) .  T h e s e  
m e d i a  w e r e  s t e r i l i z e d  b y  a u t o c l a v i n g .  
I X .  H - T o p  A g a r .  T h i s  m e d i u m  w a s  p r e p a r e d  i n  t h e  s a m e  f a s h i o n  
a s  H - a g a r  e x c e p t  t h a t  t h e  a g a r  c o n c e n t r a t i o n  w a s  r e d u c e d  t o  0 . 8 % .  
X .  S o f t  A g a r .  S o f t  a g a r  t u b e s  w e r e  p r e p a r e d  b y  d e l i v e r i n g  3 m l  
o f  m o l t e n  0 . 8 %  a g a r  t o  c a p p e d  t e s t  t u b e s  f o l l o w e d  b y  a u t o c l a v e  
s t e r i l i z a t i o n .  
1 5  
Str~in a n d  P l a s m i d  V e r i f i c a t i o n  
A l l  s t r a i n s  r e c e i v e d  f r o m  o t h e r  s o u r c e s  w e r e  t e s t e d  f o r  n u t r i t i o n a l  
r e q u i r e m e n t s  b y  s t r e a k i n g  f o r  s i n g l e  c o l o n i e s  o n  m i n i m a l  a g a r  m e d i u m  
w i t h  a n d  w i t h o u t  t h e  r e q u i r e d  s u p p l e m e n t s .  S e n s i t i v i t i e s  t o  a n t i b i o t i c s ,  
a n d  p l a s m i d  d e t e r m i n e d  r e s i s t a n c e s ,  w e r e  c o n f i r m e d  b y  s t r e a k i n g  o n  m i n i m a l  
a g a r  m e d i u m  c o n t a i n i n g  t h e  r e q u i r e d  g r o w t h  s u p p l e m e n t s  a n d  a  s i n g l e  
a n t i b i o t i c  a t  t h e  c o n c e n t r a t i o n s  s h o w n  i n  T a b l e  I I .  G r o w t h  w a s  s c o r e d  
a s  h e a v y ( + + + ) ,  m o d e r a t e ( + + ) ,  l i g h t ( + ) ,  o r  n o  g r o w t h ( - )  r e l a t i v e  
t o  t h e  g r o w t h  o f  a n t i b i o t i c  f r e e  c o n t r o l s  ( + + + )  a f t e r  4 8  h o u r s  
i n c u b a t i o n  a t  3 7 ° c .  
M e t h o d s  u s e d  f o r  v e r i f i c a t i o n  o f  s t r a i n s  c o n s t r u c t e d  i n  t h e  c o u r s e  
o f  t h i s  s t u d y  a r e  d e s c r i b e d  e l s e w h e r e .  
1 6  
T a b l e  I  I .  
R e s i s t a n c e  a n d  S e n s i t i v i t i e s  o f  P l a s m i d - F r e e  a n d  P l a s m i d - B e a r i n g  
S t r a i n s  o f  E . c o l i  t o  V a r i o u s  A n t i b i o t i c s .  
- - -
A n t i b i o t i c  
J 5 3  
J 5 3 ( R 4 5 )  
J 5 3 (  R 7 7 3 )  
C o n t r o l  
+ + +  
+ + +  
+ + +  




+ + +  
+ + +  
5  
-
+ + +  
+ + +  
5 0  
-
+ + +  
+ + +  
S u 1  ( m g / m l )  
1  




+ + +  




+ + +  
3 0  
-
-
+ + +  
6 0  
- -
+ + +  
S p c  ( µ g / m l )  
5  
+ +  
+  + +  
1 0  
5 0  
A m p  ( µ g / m l )  
1 0  
+  
+ + +  
z o  
-
+ + +  
6 0  
-
+ + +  
K a n  






. 6 0  
1 7  
S t r a i n  P u r i f i c a t i o n  a n d  S t o c k i n g  
E a c h  s t r a i n  r e · c e i v e d  o r  c o n s t r u c t e d  i n  t h i s  s t u d y  w a s  p u r i f i e d  
b y  s e r i a l  s t r e a k i n g  f o r  i s o l a t e d  c o l o n i e s  o n  m i n i m a l  m e d i u m  c o n t a i n i n g  
a p p r o p r i a t e  s e l e c t i v e  a g e n t s  a n d  g r o w t h  r e q u i r e m e n t s  t o  a c h i e v e  u n i f o r m i t y .  
F o l l o w i n g  p u r i f i c a t i o n  a  s i n g l e  c o l o n y  w a s  s u s p e n d e d  i n  5 0 %  g l y c e r o l  
i n  O . l M  p h o s p h a t e  b u f f e r . ( p H  7 . 1 )  a n d  s t o r e d  i n  v i a l s  a t  - 2 0 ° c .  
C e l l s  u s e d  f o r  d a i l y  w o r k  w e r e  m a i n t a i n e d  o n  m i n i m a l  a g a r  s t r e a k  
p l a t e s  c o n t a i n i n g  a p p r o p r i a t e  s e l e c t i v e  a g e n t s  a t  3 7 ° C .  T h e s e  p l a t e s  
w e r e  r e s t r e a k e d  r e g u l a r l y  f r o m  g l y c e r o l  f r e e z e r  s t o c k s .  
C e l l  G r o w t h  a n d  E s t i m a t i o n  o f  C o n c e n t r a t i o n  
C e l l  G r o w t h .  C e l l  g r o w t h  i n  l i q u i d  m e d i a  w a s  c a r r i e d  o u t  i n  
v o l u m e s  n o  g r e a t e r  t h a n  l O m l  i n  1 2 5 m l  s i d e  a r m  f l a s k s .  A e r a t i o n  w a s  
a c h i e v e d  b y  s h a k i n g  t h e  f l a s k s  m o u n t e d  o n  3 0 °  E r l - a n g l e  s u p p o r t s  
1 8  
a t  2 0 0 r p m  i n  a  N e w  B r u n s w i c k  G y r o t o r y  w a t e r  b a t h  s h a k e r  ( m o d e l  G - 7 7 ) .  
C e l l  g r o w t h  w a s  c a r r i e d  o u t  a t  3 7 ° C  e x c e p t  w h e r e  o t h e r w i s e  i n d i c a t e d .  
C e l l  g r o w t h  w a s  m o n i t o r e d  t u r b i d i m e t r i c a l l y  w i t h  a  K l e t t - S u m m e r s o n  
p h o t o e l e c t r i c  c o l o r i m e t e r  ( m o d e l  8 0 0 - 3 )  u s i n g  a  # 6 6  f i l t e r .  T u r b i d i t y  
i s  r e c o r d e d  i n  K l e t t  u n i t s .  
C e l l  C o n c e n t r a t i o n .  C e l l  c o n c e n t r a t i o n  w a s  e s t i m a t e d  b y  
d e t e r m i n i n g  t h e  n u m b e r  o f  v i a b l e  c e l l s  w h i c h  correspond~ t o  a  g i v e n  
n u m b e r  o f  K l e t t  u n i t s .  T h i s  c a l i b r a t i o n  w a s  c a r r i e d  o u t  u s i n g £ .  c o l i  
J 5 3  ( R 7 7 3 )  g r o w n  i n  C M - G l u .  A l i q u o t s  f r o m  a n  e x p o n e n t i a l  g r o w t h  p h a s e  
c u l t u r e  a t  2 0 ,  5 0 ,  7 5 ,  a n d  1 0 0  K l e t t  u n i t s  w e r e  d i l u t e d  1 0 -
6
•  
S o f t  a g a r  i n n o c u l a t e d  w i t h  O . l m l  o f  t h e  1 0 -
6  
d i l u t i o n  w a s  u s e d  t o  
o v e r l a y  e a c h  o f  t h r e e  C M - G l u  a g a r  p l a t e s o  T h e  p l a t e s  w e r e  i n c u b a t e d  
a t  3 7 ° C  f o r  2 4  h o u r s  a n d  t h e  n u m b e r  o f  c o l o n i e s  w a s  c o u n t e d .  
T h e s e  b a c t e r i a  s e l d o m  f o r m  c h a i n s  o r  a g g r e g a t e s  w h i l e  g r o w i n g ,  
n o r  d o e s  t h e  a v e r a g e  s i z e  o f  t h e  c e l l s  c h a n g e  a p p r e c i a b l y  d u r i n g  
e x p o n e n t i a l  g r o w t h  p h a s e .  B e c a u s e  o f  t h e s e  f a c t o r s  a  p l o t  o f  t u r b i d i t y  
v s .  n u m b e r  o f  v i a b l e  c e l l s  p e r  m l  ( F i g u r e  1 )  s h o w s  t h a t  t u r b i d i t y  
i s  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  n u m b e r  o f  v i a b l e  c e l l s  p e r  m l  o v e r  t h e  r a n g e  
e m p l o y e d .  
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F i g u r e  1 .  E s t i m a t i o n  o f  C e l l  C o n c e n t r a t i o n  a s  a  F u n c t i o n  o f  T u r b i d i t y  
f .  c o l i  J 5 3  ( R 7 7 3 )  w a s  g r o w n  i n  C M - G l u  a t  3 7 ° C o  S e e  M a t e r i a l s  






































S e p a r a t i o n  a n d  D e t e c t i o n  o f  A r s e n i t e ,  A r s e n a t e ,  a n d  P h o s p h a t e  
A r s e n i t e ,  arsenat~ a n d  p h o s p h a t e  w e r e  s e p a r a t e d  b y  t h i n - l a y e r  
e l e c t r o p h o r e s i s .  A  s l u r r y  o f  s i l i c a  g e l  G  ( 0 . 6 g / m l  H
2
0  - t y p e  
6 0  f r o m  E . M .  L a b o r a t o r i e s ,  I n c . )  w a s  s p r e a d  0 . 3  m m  t h i c k  o n  2 0  c m  
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X  2 0  c m  g l a s s  p l a t e s  a n d  a l l o w e d  t o  a i r  d r y  o v e r n i g h t o  S a m p l e s  ( 8 u l  
e a c h )  w e r e  s p o t t e d  5  c m  f r o m  o n e  e d g e .  T h e  p l a t e  w a s  s p r a y e d  w i t h  
e l e c t r o p h o r e s i s  b u f f e r  ( 0 . 1  M  N a - a c e t a t e  p H  8 . 1 )  a n d  p l a c e d  i n  a  f l a t  
b e d ,  t a p  w a t e r  c o o l e d ,  D e s a g a - H e i d e l b e r g  e l e c t r o p h o r e s i s  a p p a r a t u s o  
B u f f e r  t a n k s  w e r e  f i l l e d  w i t h  0 . 1  M  N a - a c e t a t e .  E l e c t r o p h o r e s i s  w i c k s  
w e r e  p r e p a r e d  f r o m  W h a t m a n  f i l t e r  p a p e r  #  1 ,  w a s h e d  s e v e r a l  t i m e s  
w i t h  d i s t i l l e d  w a t e r  a n d  s o a k e d  w i t h  b u f f e r  b e f o r e  b r i d g i n g  b e t w e e n  
t h e  s i l i c a  g e l  a n d  t h e  b u f f e r  t a n k s .  E l e c t r o p h o r e s i s  w a s  c a r r i e d  
o u t  f o r  4 5  m i n u t e s  a t  5 0 0  V o l t s  u s i n g  a  c o n s t a n t  v o l t a g e  m o d e  p o w e r  
s o u r c e .  F o l l o w i n g  e l e c t r o p h o r e s i s ,  t h e  p l a t e s  w e r e  q u i c k l y  d r i e d  
u s i n g  a  h o t  b l o w  d r y e r .  
A f t e r  d r y i n g ,  t h e  p l a t e s  w e r e  e x p o s e d  t o  i o d i n e  v a p o r s  i n  a  
c l o s e d  c h a m b e r  f o r  3  m i n u t e s o  A r s e n i t e  r e a c t s  w i t h  t h e  i o d i n e  t o  
g i v e  a  y e l l o w - b r o w n  s p o t  o n  a  l i g h t  y e l l o w  b a c k g r o u n d .  A f t e r  r e m o v a l ,  
t h e  p l a t e s  w e r e  l e f t  i n  t h e  a i r  u n t i l  b o t h  t h e  b r o w n  s p o t s  a n d  t h e  
b a c k g r o u n d  c o l o r  d i s a p p e a r e d .  T h e  p l a t e s  w e r e  t h e n  s p r a y e d  w i t h  a  
1 %  s o l u t i o n  o f  a r r m o n i u m  m o l y b d a t e ,  b l o w n  d r y  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e ,  
s p r a y e d  w i t h  a  1 %  s o l u t i o n  o f  s t a n n o u s  c h l o r i d e  i n  2 5 %  c o n c e n t r a t e d  
H C l ,  a n d  f i n a l l y  b l o w n  d r y  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  A r s e n i t e  ( o x i d i z e d  
t o  a r s e n a t e  b y  r
2
) ,  a r s e n a t e ,  a n d  p h o s p h a t e  a p p e a r  a s  b r i g h t  b l u e  
s p o t s  a g a i n s t  a  l i g h t  b l u e  b a c k g r o u n d .  
M i n i m a l  I n h i b i t o r y  C o n c e n t r a t i o n s  o f  A r s e n i t e  a n d  A r s e n a t e  
P l a t e  m e t h o d .  M i n i m a l  i n h i b i t o r y  c o n c e n t r a t i o n s  ( M I C )  o f  
a r s e n i t e  a n d  a r s e n a t e  w e r e  d e t e r m i n e d  b y  s p r e a d i n g  a p p r o x i m a t e l y  
1 0 0 - 1 5 0  c e l l s  o n  t h e  s u r f a c e  o f  3  C M  a g a r  p l a t e s  c o n t a i n i n g  a  g i v e n  
c o n c e n t r a t i o n  o f  s o d i u m  a r s e n i t e  o r  s o d i u m  a r s e n a t e ,  o r  o n  2  C M  
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a g a r  p l a t e s  w i t h o u t  a r s e n i c  a s  a  c o n t r o l .  T h e  c o l o n y  f o r m i n g  u n i t s  
w e r e  c o u n t e d  a n d  t h e  f r a c t i o n  o f  s u r v i v o r s  r e l a t i v e  t o  t h e  u n e x p o s e d  
c o n t r o l s  ( N / N o )  w a s  d e t e r m i n e d .  T h e  M I C  i s  t a k e n  a s  t h e  c o n c e n t r a t i o n  
o f  a r s e n i c  a t  w h i c h  N / N o  e q u a l s  0 . 5 .  
C e l l s  w e r e  g r o w n  o v e r n i g h t  i n  C M  ( O o 0 5 %  c a r b o n  s o u r c e )  h a r v e s t e d  
b y  c e n t r i f u g a t i o n  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  f r e s h  C M  a t  2 0  K l e t t  u n i t s .  A f t e r  
e x p o n e n t i a l  g r o w t h  h a d  r e s u m e d ,  a t  6 0  K l e t t  u n i t s ,  a n  a l i q u o t  w a s  
r e m o v e d  a n d  d i l u t e d  1 0 -
6  
i n  t h e  s a m e  m e d i u m .  A  0 . 1 8 m l  v o l u m e  f r o m  t h e  
1 0 -
6  
d i l u t i o n  w a s  d e l i v e r e d  t o  t h e  s u r f a c e  o f  a l l  5  p l a t e s  b e f o r e  
s p r e a d i n g  w i t h  a  s t e r i l e  g l a s s  r o d o  T h e  p l a t e s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  3 7 ° C  
a n d  t h e  c o l o n y  f o r m i n g  u n i t s  w e r e  c o u n t e d  n o  l a t e r  t h a n  4  d a y s  a f t e r  
i n o c u l a t i o n .  T h e  v a r i o u s  c a r b o n  s o u r c e s  a n d  a r s e n i c  c o n c e n t r a t i o n s  
u s e d  a r e  i n d i c a t e d  i n  t h e  r e s u l t s .  
L i q u i d  m e t h o d .  T h e  m i n i m a l  i n h i b i t o r y  c o n c e n t r a t i o n  o f  
a r s e n a t e  f o r  p l a s m i d  b e a r i n g  c e l l s  g r o w n  i n  g l u c o s e  o r  g l y c e r o l  
c o n t a i n i n g  m e d i a  i s  e x c e e d i n g l y  h i g h .  T h e  p l a t e  m e t h o d  f o r  d e t e r m i n i n g  
t h e  M I C .  p r o v e d  i n a p p r o p r i a t e  f o r  t h e s e  c o n d i t i o n s .  
I n  t h i s  l i q u i d  m e t h o d  t h e  c e l l s  w e r e  c u l t u r e d  i n  t h e  s a m e  f a s h i o n  
a s  t h a t  d e s c r i b e d  f o r  t h e  p l a t e  m e t h o d .  A p p r o x i m a t e l y  1 0
6  
c e l l s  w e r e  
i n o c u l a t e d  i n t o  a  s e r i e s  o f  t u b e s  c o n t a i n i n g  5 m l  o f  C M - G l u  o r  C M - G l y  
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a l o n g  w i t h  v a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  o f  a r s e n a t e .  T h e  t u b e s  w e r e  i n c u b a t e d  
w i t h  s h a k i n g  a t  3 7 ° C  f o r  3  d a y s o  G r o w t h  w a s  s c o r e d  a s  h e a v y  ( + + + ) ,  
m o d e r a t e  ( + + ) ,  l i g h t ( + ) ,  o r  n o  g r o w t h  ( - )  r e l a t i v e  t o  t h e  g r o w t h  o f  
u n e x p o s e d  c o n t r o l s  ( + + + ) .  
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C o n j u g a t i o n  
L i q u i d  m e t h o d .  T h e  m e t h o d  u s e d  w a s  a  m o d i f i c a t i o n  o f  M i l l e r  
( 1 6 ) .  S i n g l e  c o l o n i e s  o f  d o n o r  a n d  r e c i p i e n t  w e r e  r e m o v e d  f r o m  s e l e c t i v e  
C M - G l u  a g a r  p l a t e s  a n d  g r o w n  o v e r n i g h t  t o  s a t u r a t i o n  i n  N B Y E .  T h e  
f o l l o w i n g  m o r n i n g  e a c h  w a s  d i l u t e d  1 0  f o l d  a n d  a l l o w e d  t o  e n t e r  
e x p o n e n t  i  a  1  g r o w t h  p h a s e .  B o t h  w e  r e  g r o w n  i n  l O m  1  v o  1  u m e s  w i t h  
v i g o r o u s  a e r a t i o n  a t  3 7 ° C .  W h e n  e x p o n e n t i a l  p h a s e  r e s u m e d  e a c h  w a s  
d i l u t e d  t o  a  c e l l  d e n s i t y  o f  a p p r o x i m a t e l y  1 0
8
c e l l s / m l .  A  2 m l  v o l u m e  
o f  t h e  d o n o r  w a s  p l a c e d  i n  a  l O O m l  f l a s k  a n d  i n c u b a t e d  w i t h o u t  
s h a k i n g  a t  3 7 ° C .  T h e  r e c i p i e n t  w a s  m a i n t a i n e d  w i t h  s h a k i n g .  F o l l o w i n g  
1  h o u r  i n c u b a t i o n ,  2 m l  o f  t h e  r e c i p i e n t  w a s  g e n t l y  a d d e d  t o  t h e  d o n o r  
a n d  t h e  m i x t u r e  w a s  a l l o w e d  t o  r e m a i n  a t  3 7 ° c  w i t h o u t  s h a k i n g .  F o l l o w i n g  
a  2  h o u r  m a t i n g  p e r i o d ,  s e l e c t i v e  p l a t e s  w e r e  s t r e a k e d  a n d  i n c u b a t e d  
a t  3 7 ° c  f o r  3  d a y s .  E x c o n j u g a t e s  w e r e  s c r e e n e d  f o r  t h e  a p p r o p r i a t e  
p l a s m i d  d e t e r m i n e d  p h e n o t y p e ,  p u r i f i e d ,  a n d  s t o c k e d  a s  d e s c r i b e d .  
P l a t e .  m e t h o d .  T h e  m e t h o d  u s e d  w a s  a  m o d i f i c a t i o n  - 0 f  B r a d l e y  ( 8 ) .  
S i n g l e  c o l o n i e s  o f  d o n o r  a n d  r e c i p i e n t  w e r e  r e m o v e d  f r o m  s e l e c t i v e  
C M - G l u  a g a r  p l a t e s  a n d  g r o w n  o v e r n i g h t  t o  s a t u r a t i o n  i n  N B Y E .  T h e  
f o l l o w i n g  m o r n i n g  e a c h  w a s  d i l u t e d  1 0  f o l d  a n d  a l l o w e d  t o  e n t e r  
e x p o n e n t i a l  g r o w t h  p h a s e .  W h e n  t h e  c e l l  c o n c e n t r a t i o n s  r e a c h e d  
4  X  1 0
9
/ m l  a n  e q u a l  v o l u m e  o f  t h e  d o n o r  a n d  r e c i p i e n t  c u l t u r e s  w e r e  
m i x e d .  A  0 . 3 m l  v o l u m e  o f  t h i s  s u s p e n s i o n  w a s  s p r e a d  o n  t h e  s u r f a c e  
o f  a  d r y  N B Y E  a g a r  p l a t e  a n d  i n c u b a t e d  f o r  2  h o u r s  a t  3 7 ° c .  F o l l o w i n g  
t h e  m a t i n g  p e r i o d ,  t h e  s u r f a c e  o f  t h e  p l a t e  w a s  w a s h e d  3  t i m e s  · w i t h  
l m l  N B Y E  t o  c o l l e c t  t h e  c e l l s .  T h e  c e l l s  c o l l e c t e d  w e r e  t h e n  u s e d  t o  
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i n o c u l a t e  s e l e c t i v e  m e d i a  a s  i n d i c a t e d .  E x c o n j u g a t e s  w e r e  s c r e e n e d  f o r  
t h e  a p p r o p r i a t e  p l a s m i d  d e t e r m i n e d  p h e n o t y p e ,  p u r i f i e d  a n d  s t o c k e d  
a s  d e s c r i b e d .  
C o n s t r u c t i o n  o f  A n t i b i o t i c  a n d  A r s e n a t e  Re~istant M u t a n t s  o f  E .  c o l i  
S e l e c t i o n  o f  J 5 3  S p c r .  A  c u l t u r e  o f £ .  c o l i  J 5 3  w a s  g r o w n  t o  
l a t e  e x p o n e n t i a l  p h a s e  ( 2 8 0  K l e t t  u n i t s )  i n  D M  b r o t h ,  h a r v e s t e d  b y  
c e n t r i f u g a t i o n ,  a n d  t h e n  r e s u s p e n d e d  t o  a b o u t  4 0 0  K l e t t  u n i t s .  
O n e  m l  v o l u m e s  o f  t h e  c o n c e n t r a t e d  s u s p e n s i o n  w e r e  p l a t e d  o n  e a c h  
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o f  t w o  O M  a g a r  p l a t e s  c o n t a i n i n g  2 0 0  µ g / m l  S p c  u s i n g  s o f t  a g a r  o v e r l a y s .  
T h e  p l a t e s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  3 7 ° c  f o r  7 2  h o u r s .  T y p i c a l  l a r g e  c o l o n i e s  
w e r e  p i c k e d ,  p u r i f i e d ,  a n d  s t o c k e d  a s  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e r l .  
S e l e c t i o n  o f  J 5 3  S p c r A s a r .  A  c u l t u r e  o f £ .  c o l i  J 5 3  S p c r  w a s  
g r o w n  t o  m i d - e x p o n e n t i a l  p h a s e  ( 1 0 0  K l e t t  u n i t s )  i n  C M - G l u .  O n e  a n d  O . l m l  
v o l u m e s  o f  t h e  c u l t u r e  w e r e  p l a t e d  o n  C M - G l u  a g a r  p l a t e s  c o n t a i n i n g  
l  
5 0 m M  s o d i u m  a r s e n a t e  p l u s  5 0  µg/ml~Spc u s i n g  s o f t  a g a r  o v e r l a y s .  T y p i c a l  
l a r g e  c o l o n i e s  w e r e  p i c k e d  a n d  t r e a t e d  a s  d e s c r i b e d  f o r  J 5 3  S p c r .  
S e l e c t i o n  o f  W A 8 0 2  R i f r .  A  c u l t u r e  o f £ .  c o l i  W A 8 0 2  w a s  g r o w n  t o  
m i d - e x p o n e n t i a l  p h a s e  ( 2 5 0  K l e t t  u n i t s )  i n  O M  b r o t h .  O n e  a n d  O . l m l  
v o l u m e s  o f  t h e  c u l t u r e  w e r e  p l a t e d  o n  O M  a g a r  p l a t e s  c o n t a i n i n g  1 0 0  µ g / m l  
R i f  u s i n g  s o f t  a g a r  o v e r l a y s .  F u r t h e r  t r e a t m e n t  w a s  a s  d e s c r i b e d  f o r  
J 5 3  S p c r .  
S e l e c t i o n  o f  W A 8 0 2  R i f r A s a r .  T h e  m e t h o d  u s e d  w a s  t h e  s a m e  a s  t h a t  
u s e d  f o r  s e l e c t i o n  o f  J 5 3 S p c r A s a r  e x c e p t  t h a t  5 0  ~g/ml R i f  w a s  i n c l u d e d  
i n s t e a d  o f  S p c .  
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C o n s t r u c t i o n  o f  J 5 3  S p c r A s a r  ( R 7 7 3 ) .  E s c h e r i c h i a  c o l i  J 5 3  
( R 7 7 3 )  a n d  J 5 3  S p c r A s a r  w e r e  u s e d  a s  d o n o r  a n d  r e c i p i e n t  r e s p e c t i v e l y .  
C o n j u g a t i o n  w a s  c a r r i e d  o u t  a c c o r d i n g  t o  t h e  l i q u i d  m e t h o d  pr~viously 
d e s c r i b e d .  T h e  m a t i n g  m i x t u r e  w a s  s t r e a k e d  o n  C M - G l u  a g a r  p l a t e s  
w h i c h  c o n t a i n e d  l O m M  s o d i u m  a r s e n i t e  t o  s e l e c t  f o r  c e l l s  r e c e i v i n g  
t h e  p l a s m i d  ( e x c o n j u g a t e s )  a n d  5 0  µ g / m l  S p c  t o  s e l e c t  a g a i n s t  t h e  d o n o r .  
S e v e r a l  r e p r e s e n t a t i v e  c l o n e s  o f  t h e  e x c o n j u g a t e s  w e r e  p i c k e d ,  p u r i f i e d ,  
a n d  s c r e e n e d  f o r  r e t e n t i o n  o f  t h e  p l a s m i d  d e t e r m i n e d  p h e n o t y p e s  b e f o r e  
s t o c k i n g  a s  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d .  
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A s s a y  f o r  A l k a l i n e  P h o s p h a t a s e  A c t i v i t y  
C e l l s . f o r  t h i s  a s s a y  w e r e  g r o w n  i n  s t a n d a r d  C M - G l u ,  C M - G 6 P ,  
o r  i n  C M - G l u  w i t h  t h e  p h o s p h a t e  c o n c e n t r a t i o n  r e d u c e d  t o  5  X  1 0 -
5  
M  
( C M - G l u  ( l i m . P i ) ) .  S t a n d a r d  C M  m e d i u m  c o n t a i n s  a  p h o s p h a t e  s o u r c e  
i n  e x c e s s  o f  t h a t  r e q u i r e d  f o r  g r o w t h  t o  r e a c h  s t a t i o n a r y  p h a s e .  
C M - G l u  ( l i m . P i ) ,  o n  t h e  o t h e r  h a n d ,  w i l l  o n l y  s u p p o r t  a  l i m i t e d  
a m o u n t  o f  g r o w t h  b e f o r e  t h e  s o u r c e  o f  p h o s p h a t e  i s  e x h a u s t e d  a n d  
g r o w t h  c e a s e s .  
C e l l s  w e r e  g r o w n  o v e r n i g h t  i n  C M - G l u  ( 0 . 0 5 % ) ,  C M - G 6 P  ( 0 . 0 5 % ) ,  
o r  i n  C M - G l u  ( l i m . P i ) .  T h e  f i r s t  t w o  c u l t u r e s  w e r e  h a r v e s t e d  b y  
c e n t r i f u g a t i o n  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  f r e s h  C M - G l u  o r  C M - G 6 P  a t  4 0  K l e t t  
u n i t s .  E x p o n e n t i a l  g r o w t h  w a s  a l l o w e d  t o  r e s u m e  a n d  t h e  c e l l s  w e r e  
h a r v e s t e d  a t  7 5  K l e t t  u n i t s .  T h e  t h i r d  c u l t u r e  w a s  h a r v e s t e d  a f t e r  
o v e r n i g h t  g r o w t h  w i t h o u t  s u b c u l t u r i n g .  T h e s e  c e l l s  h a d  u n d e r g o n e  
s e v e r a l  g e n e r a t i o n s  b e f o r e  g r o w t h  c e a s e d  a t  7 5  K l e t t  u n i t s  d u e  
t o  p h o s p h a t e  l i m i t a t i o n .  
2 8  
H a r v e s t e d  c e  1 1  s  w e  r e  w a s h e d  o n c e  w i t h  a n  e q u a  I  v o  I  u . m e  o f  0 .  5  M  
T r i s - H C l  , ( p H  8 . 0 ) ( S i g m a )  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  t h e  s a m e  b u f f e r  a t  4 0  K l e t t  
u n i t s  ( # 6 6  f i l t e r ) .  S i x  m l  o f  t h e  s u s p e n s i o n  w a s  t r e a t e d  w i t h  0 . 2 m l  
o f  t o l u e n e ,  s h a k e n  f o r  5  m i n u t e s ,  a n d  t h e n  a l l o w e d  t o  s t a n d  f o r  1 5  
m i n u t e s .  T h e  b o t t o m  5 m l  o f  t h e  a q u e o u s  p h a s e  w a s  r e m o v e d  a n d  m i x e d  
w i t h  l m l  o f  a  s o l u t i o n  c o n t a i n i n g  1 2  m g / m l  o f  p - n i t r o p h e n y l p h o s p h a t e  
( P N P P )  ( S i g m a ) .  A l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  h y d r o l y z e s  P N P P  t o  p - n i t r o p h e n o l ,  
a  b r i g h t l y  y e l l o w  c o l o r e d  c o m p o u n d .  T h e  a b s o r b a n c e  o f  t h e  r e s u l t i n g  
p - n i t r o p h e n o l  w a s  m e a s u r e d  w i t h  a  K l e t t - S u m m e r s o n  p h o t o e l e c t r i c  
2 9  
c o l o r i m e t e r  u s i n g  a  # 4 2  f i l t e r  b l a n k e d  w i t h  t o l u e n i z e d  c e l l s  a t  t h e  
s a m e  c o n c e n t r a t i o n  w i t h o u t  P N P P .  A b s o r b a n c e  m e a s u r e m e n t s  w e r e  t a k e n  
a t  1 0  a n d  2 0  minute~ f o l l o w i n g  a d d i t i o n  o f  t h e  c e l l  s u s p e n s i o n  t o  
t h e  P N P P .  A l l  m a n i p u l a t i o n s  d u r i n g  t h e  a s s a y  w e r e  p e r f o r m e d  a t  
r o o m  t e m p e r a t u r e .  
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M e t h o d s  o f  O b t a i n i n g  A r s e . n i c  S e n s i t i v e  V a r i a n t s  o f  R 7 7 3  a n d  R 4 5  
b y  T r a n s p o s o n  I n s e r t i o n  M u t a g e n e s i s  
P r e p a r a t i o n  o f  A : : T n 5  L y s a t e .  P h a g e  l y s a t e s  w e r e  p r e p a r e d  
e s s e n t i a l l y  b y  t h e  m e t h o d  o f  M i l l e r  ( 1 6 )  f o r  p h a g e  ~80. A  c u l t u r e  
3 0  
o f f .  c o l i  W A 8 0 2  w a s  g r o w n  t o  e x p o n e n t i a l  p h a s e  i n  H - b r o t h ,  h a r v e s t e d  
b y  c e n t r i f u g a t i o n ,  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  l O m M  M g S 0
4  
a t  6 0  K l e t t  u n i t s  
( c o r r e s p o n d i n g  t o  a  c e l l  d e n s i t y  o f  5  X  1 0
8
/ m l ) .  A  O . l m l  v o l u m e  
o f  a  p h a g e  l y s a t e  c o n t a i n i n g  1 - 2  X  1 0
5  
t o t a l  p h a g e  w a s  m i x e d  w i t h  
0 . 2 m 1  o f  t h e  c e l l  s u s p e n s i o n  i n  a  s t e r i l e  t e s t  t u b e  a n 9  i n c u b a t e d  a t  
3 7 ° c  f o r  1 0  m i n u t e s  t o  a l l o w  a d s o r p t i o n .  A  3 m 1  v o l u m e  o f  m o l t e n  
H - t o p  a g a r  · a t  4 5 ° c  w a s  add~d, t h e  s u s p e n s i o n  w a s  l i g h t l y  m i x e d  a n d  t h e n  
p o u r e d  o n  t h e  s u r f a c e  o f  H - a g a r  p l a t e s .  T h e  p l a t e s  w e r e  i n c u b a t e d  
a t  4 2 ° C  f o r  8 - 1 0  h o u r s .  
F o l l o w i n g  c e l l  lysi~ t h e  s o f t  t o p  a g a r  w a s  s c r a p e d  f r o m  t h e  s u r f a c e  
o f  t h e  p l a t e s  w i t h  a  g l a s s  l o o p ,  a n d  t h e n  t r a n s f e r e d  t o  a  c e n t r i f u g e  
t u b e .  S e v e r a l  d r o p s  o f  c h l o r o f o r m  w e r e  a d d e d  a n d  t h e  s u s p e n s i o n  w a s  
s h a k e n  v i g o r o u s l y  f o r  3 0  s e c o n d s .  T h e  c e l l u l a r  d e b r i s  w a s  r e m o v e d  b y  
c e n t r i f u g a t i o n  a n d  t h e  s u p e r n a t e  w a s  r e t a i n e r l .  A  f e w  d r o p s  o f  c h l o r o f o r m  
w e r e  a d d e d  t o  t h e  s u s p e n s i o n ,  n o w  t e r m e d  t h e  p h a g e  l y s a t e ,  b e f o r e  
s t o r a g e  a t  5 ° C .  P h a g e  lysate~ p r e p a r e d  i n  t h i s  f a s h i o n  c o n t a i n e d  
a p p r o x i m a t e l y  7 . 5  X  1 0
1 0  
m a t u r e  i n f e c t i v e  p h a g e  p e r  m l .  
T i l t e r i n g  t h e .  i : : T n 5  L y s a t e .  T h e  m e t h o d  u s e d  w a s  a  m o d i f i c a t i o n  
o f  M i  1 1  e r  ( 1 6 )  •  
A  c u l t u r e  of~· · c o l i  W A 8 0 2  w a s  g r o w n  o v e r n i g h t  t o  
s a t u r a t i o n  i n  H - b r o t h ,  h a r v e s t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n ,  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  
h  f  
·  1  .  - 7  - 8  d  - 9  f  
t  e  s a m e  v o l u m e  o  l O m M  M g S 0
4
•  D 1  u t 1 o n s  o f  1 0  ,  1 0  ,  a n  1 0  o  
3 1  
t h e  p h a g e  l y s a t e  w e r e  p r e p a r e d  i n  l O m M  M g S 0
4
•  A  O . l m l  v o l u m e  o f  e a c h  
p h a g e  d i l u t i o n  w a s  m i x e d  w i t h  O . l m l  o f  t h e  c e l l  s u s p e n s i o n  i n  a  
s t e r i l e  t e s t  t u b e  a n d  i n c u b a t e d  a t  3 7 ° c  f o r  1 0  m i n u t e s  t o  a l l o w  
a d s o r p t i o n .  A  3 m l  v o l u m e  o f  m o l t e n  H - t o p  a g a r  a t  4 5 ° c  w a s  a d d e d ,  
t h e  s u s p e n s i o n  w a s  l i g h t l y  m i x e d ,  a n d  t h e n  p o u r e d  o n  t h e  s u r f a c e  
o f  H - a g a r  p l a t e s .  E a c h  p h a g e  d i l u t i o n  w a s  p l a t e d  i n  t r i p l i c a t e .  
T h e  p l a t e s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  4 2 ° C  o v e r n i g h t .  T h e  f o l l o w i n g  m o r n i n g  
t h e  p l a q u e s  w e r e  c o u n t e d .  T h e . t i t e r  w a s  d e t e r m i n e d  b y  a v e r a g i n g  
t h e  n u m b e r  o f  p l a q u e s  o n  t h a t  s e t  o f  p l a t e s  c o n t a i n i n g  f r o m  2 0  t o  2 0 0 .  
P l a s m i d  M u t a g e n e s i s .  
I .  P h a g e  i n f e c t i o n .  I n f e c t i o n  o f  p l a s m i d  b e a r i n g  I _ .  c o l i  w a s  
e s s e n t i a l l y  b y  t h e  m e t h o d s  o f  B e r g  ( 7 ) .  A  c u l t u r e  o f  E .  c o l i  J 5 3  
- - -
( R 7 7 3 )  w a s  g r o w n  o v e r n i g h t  t o  s a t u r a t i o n  i n  N B Y E  p l u s  0 . 2 5 %  m a l t o s e  
a t  3 7 ° C ,  s u b c u l t u r e d  t h e  f o l l o w i n g  m o r n i n g  a n d  a l l o w e d  t o  e n t e r  
e x p o n e n t i a l  g r o w t h  p h a s e .  T h e  c e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  
a n d  r e s u s p e n d e d  a t  a  c e l l  d e n s i t y  o f  4  X  1 0
8
/ m l  i n  l O m M  M g S 0
4
.  A  
4 m l  v o l u m e  o f  t h e  c e l l  s u s p e n s i o n  w a s  i n f e c t e d  w i t h  A : : T n 5  a t  a  
m u l t i p l i c i t y - o f - i n f e c t i o n  o f  5  a n d  a l l o w e d  t o  i n c u b a t e  a t  3 0 ° c  f o r  
3 0  m i n u t e s  t o  a l l o w  a d s o r p t i o n .  
F o l l o w i n g  a d s o r p t i o n ,  t h e  c e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n ,  
r e s u s p e n d e d  i n  l O m l  N B Y E  w i t h o u t  m a l t o s e ,  a n d  i n c u b a t e d  a t  3 o
0
c  f o r  
3 0  m i n u t e s  t o  a l l o w  f o r  t h e  e x p r e s s i o n  o f  k a n a m y c i n  r e s i s t a n c e  i n  t h o s e  
c e l l s  r e c e i v i n g  T n 5  i n s e r t i o n s .  K a n a m y c i n  w a s  t h e n  a d d e d  t o  2 0  µ g / m l  
a n d  t h e  c u l t u r e  w a s  a  1 1  o w e d  t o  g r o w  o v e r n i g h t  a t  3 0 ° c  t o  s a t u r a t i  o · n .  
T h e  m e t h o d  u s e d  f o r  t h e  p l a s m i d  R 4 5  w a s  t h e  s a m e .  
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3 2  
I I .  S e l e c t i o n  o f  p l a s m i d s  w i t h  T n 5  i n s e r t i o n s .  F o l l o w i n g  
i n f e c t i o n ,  t h e  c e l l s  f r o m  t h e  s a t u r a t e d  o v e r n i g h t  c u l t u r e  e n r i c h e d  f o r  
c e l l s  w i t h  T n 5  i n s e r t i o n s  w a s  h a r v e s t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n ,  r e s u s p e n d e d  
i n  2 0 m l  N B Y E  ( 2 - f o l d  . .  d i l u t i o n )  a n d  a l l o w e d  t o  e n t e r  e x p o n e n t i a l  g r o w t h  
p h a s e .  W h e n  e x p o n e n t i a l  p h a s e  h a d  r e s u m e d  t h e  c e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  
a n d  c o n c e n t r a t e d  t o  a  c e l l  d e n s i t y  o f  a b o u t  4  X  1 0
9
/ m l .  T h e s e  c e l l s  
w e r e  t h e n  con~ugated w i t h _ ; _ .  c o l i  J 5 3  S ' p c r  u s i n g  t h e  p l a t e  m e t h o d  
p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d .  
T h e  c e l l s  c o l l e c t e d  f r o m  t h e  c o n j u g a t i o n  p l a t e s  w e r e  m i x e d  t o  d i s r u p t  
m a t i n g  a g g r e g a t e s ,  h a r v e s t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  l O m l  
N B Y E  c o n t a i n i n g  2 0  µ g / m l  K a n  t o  s e l e c t  f o r  t h o s e  e x c o n j u g a t e s  r e c e i v i n g  
T n 5  i n s e r t i o n s ,  a n d  1 0 0  µ g / m l  S p c  t o  s e l e c t  a g a i n s t  t h e  d o n o r .  T h e  
c u l t u r e  w a s  i n c u b a t e d  a t  3 7 ° C  a n d  a l l o w e d  t o  g r o w  o v e r n i g h t  t o  s a t u r a t i o n .  
T h e  m e t h o d  u s e d  f o r  t h e  p l a s m i d  R 4 5  w a s  t h e  s a m e .  
I I I .  I s o l a t i o n  o f  a r s e n i c  s e n s i t i v e  v a r i a n t s .  T h e  s a t u r a t e d  c u l t u r e  
e n r i c h e d  f o r  p l a s m i d s  c o n t a i n i n g  T n 5  i n s e r t i o n s  w a s  u s e d  t o  s t r e a k  
C M - G l u  a g a r  p l a t e s  c o n t a i n i n g  K a n @  2 0  M g / m l ,  S p c @  1 0 0  µ g / m l ,  
T e t @  1 0  µ g / m l ,  a n d  S t r @  1 0  µ g / m l .  W h e n  R 4 5  w a s  u s e d  f o r  t h e  m u t a g e n e s i s  
t h e  S t r  w a s  r e p l a c e d  b y  A m p  @  2 0  µ g / m l .  T h e  p l a t e s  w e r e  i n c u b a t e d  
a t  3 7 ° c  f o r  4 8  h o u r s .  
C l o n e s  f r o m  t h e s e  p l a t e s  w e r e  p i c k e d ,  p a t c h e d  o n t o  m a s t e r  p l a t e s  
c o n t a i n i n g  t h e  s a m e  m e d i u m ,  a n d  t h e n  r e p l j c a  p l a t e d  o n t o  t h e  s a m e  
m e d i u m  a s  a  c o n t r o l ,  t h e  s a m e  m e d i u m  p l u s  l O m M  s o d i u m  a r s e n i t e ,  a n d  
t h e  s a m e  m e d i u m  p l u s  5 0 m M  s o d i u m  a r s e n a t e .  T h o s e  c l o n e s  s h o w i n g  
a r s e n i c  s e n s i t i v e  p h e n o t y p e s  w e r e  r e t a i n e d ,  p u r i f i e d ,  a n d  a g a i n  
e x a m i n e d  f o r  t h e i r  p h e n o t y p e s .  T h o s e  c l o n e s  w h i c h  m a i n t a i n e d  t h e i r  
3 3  
a r s e n i c  s e n s i t i v e  p h e n o t y p e s  t h r o u g h o u t  t h e  p u r i f i c a t i o n  w e r e  r e t a i n e d  
a n d  s t o c k e d  a s  p r e v i p u s l y  d e s c r i b e d .  
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R E S U L T S  A N D  D I S C U S S I O N  
E x a m i n a t i o n  f o r  A r s e n i t e  D e t o x i f i c a t i o n  
T h e r e  a r e  s e v e r a l  p o s s i b l e  m e c h a n i s m s  b y  w h i c h  b a c t e r i a  c o u l d  
p r o t e c t  t h e m s e l v e s  f r o m  t h e  h i g h l y  t o x i c  a r s e n i t e .  T h o s e  k n o w n  t o  
o c c u r  i n c l u d e  t h e  o x i d a t i o n  o f  a r s e n i t e  t o  a r s e n a t e  b y  A l c a l i g e n e s  
( 1 9 , 2 2 ) ,  a n d  t h e  r e d u c t i v e  m e t h y l a t i o n  o f  a r s e n i t e  b y  M e t h a n o b a c t e r i u m  
( 1 4 ) .  I t  h a s  b e e n  suggest~d t h a t  t h e  a b i l i t y  t o  o x i d i z e  a r s e n i t e  
m i g h t  b e  d e t e r m i n e d  b y  p l a s m i d s  i n  A l c a l i g e n e s  f a e c a l i s  Y E 5 6  ( 3 1 ) o  
T h i s  w a s  h y p o t h e s i z e d  w h e n  p l a s m i d s  p o s s e s s e d  b y  Y E 5 6  w e r e  o b s e r v e d  
t o  u n d e r g o  r e a r r a n g e m e n t s  f o l l o w i n g  e x p o s u r e  o f  t h e  c e l l s  t o  a r s e n i t e .  
B e c a u s e  o f  t h i s  o b s e r v a t i o n  i n  A l c a l i g e n e s  I  p o s t u l a t e d  t h a t  a r s e n i t e  
r e s i s t a n c e  i n ; _ .  c o l i  m i g h t  b e  d u e  t o  t h e  s y n t h e s i s  o f  a  p l a s m i d  
d e t e r m i n e d  e n z y m e  s y s t e m  w h i c h  c o u l d  o x i d i z e  a r s e n i t e  t o  a r s e n a t e .  
I n  o r d e r  t o  t e s t  t h i s  h y p o t h e s i s ,  I  d e v e l o p e d  a  s y s t e m  f o r  
s e p a r a t i n g  a n d  d e t e c t i n g  a r s e n i t e ,  a r s e n a t e ,  a n d  p h o s p h a t e .  U n t i l  
t h i s  i n v e s t i g a t i o n  t h e r e  h a v e  b e e n  n o  a d e q u a t e  m e a n s  o f  s e p a r a t i n g  
t h e s e  c o m p o u n d s .  T h e  d i f f i c u l t y  s t e m s  f r o m  t h e  s i m i l a r i t y  o f  p h o s p h a t e  
a n d  a r s e n a t e .  I n  o r d e r  t o  o v e r c o m e  t h i s  d i f f i c u l t y  t h e  t h r e e  c o m p o u n d s  
w e r e  s e p a r a t e d  b y  t h i n - l a y e r  e l e c t r o p h o r e s i s o  T h e  s i l i c a  g e l  c h o s e n  
f o r  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  e l e c t r o p h o r e s i s  p l a t e s  ( s e e  M a t e r i a l s  a n d  
M e t h o d s )  c o n t a i n e d  C a s o
4  
a s  t h e . b i n d i n g  a g e n t .  Phos~hate f o r m s  a n  
i n s o l u b l e  p r e c i p i t a t e  w i t h  c a l c i u m  a n d  t h u s  d o e s  n o t  m i g r a t e  i n  
a n  e l e c t r i c  f i e l d .  A r s e n a t e ,  w h i c h  r e m a i n s  s o l u b l e ,  m i g r a t e s  t o w a r d s  
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t h e ·  a n o d e .  A r s e n i t e ,  w h i c h  r e m a i n s  u n c h a r g e d  a s  a r s e n o u s  a c i d ,  m i g r a t e s  
t o w a r d s  t h e  c a t h o d e  a s  a  r e s u l t  o f  e l e c t r o e n d o s m o s i s .  
A  t y p i c a l  c o n t r o l  p l a t e  s h o w i n g  t h e  b e h a v i o r  o f  a r s e n i t e ,  
a r s e n a t e ,  a n d  p h o s p h a t e  u s i n g  t h i s  s y s t e m  i s  s h o w n  i n  F i g u r e  2  
( l a n e s  1 ,  2 ,  3 ,  a n d  4 ) .  I n  o r d e r  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  o r  n o t  c o m p o n e n t s  
o f  t h e  g r o w t h  m e d i u m  i n t e r a c t  w i t h  t h e s e  c o m p o u n d s ,  c o n t r o l s  o f  C M - G l u  
p l u s  a r s e n i t e  o r  a r s e n a t e  w e r e  i n c l u d e d  ( F i g u r e  2 ,  l a n e s  5  a n d  6 ) .  
T h i s  m e t h o d  i s  s u f f i c i e n t l y  s e n s i t i v e  t o  d e t e c t  s p o n t a n e o u s  a i r  
o x i d a t i o n  o f  a r s e n i t e  a f t e r  i n c u b a t i o n  o f  g r o w t h  m e d i u m  f o r  3  d a y s  
( F i g u r e  2 ,  l a n e  7 ) .  A s  a  m e a n s  o f  c o n f i r m i n g  t h a t  t h e  . s y s t e m  f u n c t i o n e d  
a s  d e s i r e d  a  p o s i t i v e  c o n t r o l  w a s  i n c l u d e d .  T h e  r e s u l t s  f r o m  a  t y p i c a l  
p o s i t i v e  c o n t r o l  s h o w i n g  a r s e n i t e  o x i d i z i n g  a c t i v i t y  i n  A l c a l i g e n e s  
f a e c a l i s  Y E 5 6  i s  s h o w n  i n  F i g u r e  3 .  T h i s  o r g a n i s m  o x i d i z e s  a r s e n i t e  
t h r o u g h o u t  e x p o n e n t i a l  g r o w t h  p h a s e  s o  t h a t  l i t t l e ,  i f  a n y ,  r e m a i n s  
b y  t h e  t i m e  t h e  c e l l s  r e a c h  s t a t i o n a r y  p h a s e o  
I n  o r d e r  t o  a s s e s s  t h e  a b i l i t y  o f  p l a s m i d - b e a r i n g  s t r a i n s  o f  
E .  c o l i  t o  o x i d i z e  a r s e n i t e ,  s e v e r a l  d i f f e r e n t  g r o w t h  c o n d i t i o n s  w e r e  
e m p l o y e d .  T h e  g r o w t h  m e d i u m  u s e d  ( C M )  c o n t a i n e d  e i t h e r  c a t a b o l i t e  
r e p r e s s i n g  ( g l u c o s e )  o r  n o n - c a t a b o l i t e  r e p r e s s i n g  ( l a c t o s e  o r  s u c c i n a t e )  
c a r b o n  s o u r c e s .  I n  a d d i t i o n ,  s i n c e  t h e  b a c t e r i a l  s t r a i n s  w h i c h  o r i g i n a l l y  
p o s s e s s e d  t h e s e  p l a s m i d s  w e r e  i s o l a t e d  f r o m  n a t u r e ,  t h e  c e l l s  w e r e  
g r o w n  a t  3 0 ° c  a s  w e l l  a s  3 7 ° c .  S e v e r a l  p l a s m i d - b e a r i n g  s t r a i n s  o f  
. £ . .  c o l i  w e r e  t e s t e d  f o r  a r s e n i t e  o x i d i z i n g  a c t i v i t y ,  i n c l u d i n g  J 5 3  ( R 7 7 3 )  
a n d  J 5 3  ( R 4 5 )  a s  w e l l  a s  t h r e e  a r s e n i c  r e s i s t a n t  s t r a i n s  n o t  i n c l u d e d  
i n  t h e  s t r a i n  l i s t ;  J 5 3  (R46)~ J 5 3  ( R 8 2 6 - 2 ) ,  a n d  J 5 3  ( R 8 2 8 ) o  
F i g u r e  4  s h o w s  t h e . r e s u l t s  o f  a n  e x p e r i m e n t  w h i c h  w a s  t y p i c a l  
'--~--~-~----""!"I"'-""-.-.--"""'"~--
F i g u r e  2  •  T h i n  L a y e r  E l e c t r o p h e r o g r a m  o f  A r s e n i t e ,  A r s e n a t e  a n d  
P h o s p h a t e  C o n t r o l s  
A  r e p r o d u c t i o n  o f  a  t y p i c a l  c o n t r o l  p l a t e .  S e e  m a t e r i a l s  a n d  
m e t h o d s  f o r  m e t h o d o l o g y .  
L a n e  #  
1 .  l O m M  s o d i u m  a r s e n i t e  
2 .  l O m M  s o d i u m  a r s e n a t e  
3 .  l O m M  p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  ·  
4 .  l O m M  a r s e n i t e ,  a r s e n a t e , a n d  p h o s p h a t e  
5 .  C M - G l u  p l u s  l O m M  s o d i u m  a r s e n i t e  
6 .  C M - G l u  p l u s  l O m M  s o d i u m  a r s e n a t e  
7 .  C M - G l u  p l u s  l O m M  s o d i u m  a r s e n i t e  f o l l o w i n g  3  d a y s  
i n c u b a t i o n  a t  3 7 °  C .  
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F i g u r e  3 .  T h i n  L a y e r  E l e c t r o p h e r o g r a m  o f  G r o w t h  M e d i u m  S u p e r n a t e s  
f r o m  A r s e n i t e  O x i d i z i n g  A l c a l i g e n e s  f a e c a l i s  Y E 5 6  
3 8  
A  r e p r o d u c t i o n  o f  a  t y p i c a l  c o n t r o l  e l e c t r o p h e r o g r a m  s h o w i n g  
a r s e n i t e  o x i d i z i n g  a c t i v i t y  i n  A l c a l i g e n e s  f a e c a l i s  Y E 5 6 .  T h e  c e l l s  
w e r e  g r o w n  i n  C M - G l u  a t  3 0 ° c .  S e e  M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s  f o r  m e t h o d o l o g y .  
Lan~ #  
1 .  l O m M  a r s e n i t e ,  a r s e n a t e ,  a n d  p h o s p h a t e  
2 .  C M - G l u  p l u s  l O m M  a r s e n i t e  - m i d  e x p o n e n t i a l  p h a s e  c o n t r o l  
3 .  C M - G l u  p l u s  l O m M  a r s e n i t e  - s t a t i o n a r y  p h a s e  c o n t r o l  
4 .  C M - G l u  p l u s  l O m M  a r s e n i t e  - 3  d a y  c o n t r o l  
5 .  Y E 5 6  i n  C M - G l u  p l u s  l O m M  a r s e n i t e  - m i d  e x p o n e n t i a l  p h a s e  
6 .  Y E 5 6  i n  C M - G l u  p l u s  l O m M  a r s e n i t e  - s t a t i o n a r y  p h a s e  
7 .  Y E 5 6  i n  C M - G l u  p l u s  l O m M  a r s e n i t e  - 3  d a y s  
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F i g u r e  4 .  T h i n  L a y e r  E l e c t r o p h e r o g r a m  o f  G r o w t h  M e d i u m  S u p e r n a t e s  
f r o m  A r s e n i t e  G r o w n £ .  c o l i  J 5 3  ( R 7 7 3 )  
4 0  
A  r e p r o d u c t i o n  o f  a  t y p i c a l  e l e c t r o p h e r o g r a m  f r o m  a n  e x a m i n a t i o n  
f o r  a r s e n i t e  o x i d i z i n g  a c t i v i t y  in~- c o l i  J 5 3  ( R 7 7 3 ) .  T h e  c e l l s  w e r e  
g r o w n  i n  C M - G l u  a t  3 0 ° c .  S e e  M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s  f o r  m e t h o d o l o g y .  
L a n e  #  
1 .  l O m M  a r s e n i t e ,  a r s e n a t e ,  a n d  p h o s p h a t e  
2 .  C M - G l u  p l u s  l O m M  a r s e n i t e  - m i d  e x p o n e n t i a l  p h a s e  c o n t r o l  
3 .  C M - G l u  p l u s  l O m M  a r s e n i t e  - s t a t i o n a r y  p h a s e  c o n t r o l  
4 .  C M - G l u  p l u s  l O m M  a r s e n i t e  - 3  d a y  c o n t r o l  
5 .  J 5 3  ( R 7 7 3 )  i n  C M - G l u  p l u s  l O m M  a r s e n i t e  - n r i d  e x p o n e n t i a l  p h a s e  
6 .  J 5 3  ( R 7 7 3 )  i n  C M - G l u  p l u s  l O m M  a r s e n i t e  - s t a t i o n a r y  p h a s e  
7 .  J 5 3  ( R 7 7 3 )  i n  C M - G l u  p l u s  l O m M  a r s e n i t e  - 3  d a y s  

4 2  
o f  a l l  c o o d i t i o n s  e m p l o y e d .  I n  n o  c a s e  w a s  p l a s m i d  m e d i a t e d  o x i d a t i o n  
o f  a r s e n i t e  t o  a r s e n a t e  d e t e c t e d .  A l t h o u g h  t h e  r e s u l t s  i n d i c a t e d  t h a t  
a r s · e n i t e  h a d  n o t  b e e n  t r a n s f o r m e d  b y  J 5 3  ( R 7 7 3 ) ,  i t  s h o u l d  b e  p o i n t e d  
o u t  t h a t  t h e  s y s t e m  i s  n o t  s u f f i c i e n t l y  s e n s i t i v e  t o  d e t e c t  t h e  l o s s  o f  
s m a l l  a m o u n t s  o f  a r s e n i t e  t h r o u g h  r e d u c t i o n  t o  a r s i n e  g a s  o r  m e t h y l a t e d  
a r s i n e s .  T h i s  p o s s i b i l i t y  i s ,  h o w e v e r ,  u n l i k e l y .  
A  s e c o n d  h y p o t h e s i s  c o n c e r n i n g  r e s i s t a n c e  t o  a r s e n i t e  i s  t h a t  t h e  
c e l l s  m i g h t  s y n t h e s i z e  a  p l a s m i d  d e t e r m i n e d  s y s t e m ,  o r  m o d i f y  a  
c h r o m o s o m a l l y  d e t e r m i n e d  s y s t e m ,  w h i c h  c o u l d  a f f e c t  e x c r e t i o n  o f  a  
t h i o l  r e a g e n t  t h a t  w o u l d  f o r m  s t a b l e  b o n d s  w i . t h  a r s e n i t e  ( e . g . ,  1  i p o i c  
a c i d  a s  d i s c u s s e d  i n  t h e  i n t r o d u c t i o n } ,  h e n c e  e l i m i n a t i n g  i t s  t o x i c  
p r o p e r t i e s .  D i t h i o l  c o m p o u n d s  s u c h  a s  2 , 3 - d i m e r c a p t o p r o p a n o l  ( B r i t i s h  
a n t i - l e w i s i t e )  h a v e  l o n g  b e e n  k n o w n  t o  r e v e r s e  t h e  t o x i c  e f f e c t s  o f  
a r s e n i t e  p o i s o n i n g  i n  h u m a n s . ( 3 ) .  
A l t h o u g h  n o  a l t e r a t i o n  o f  a r s e n i t e  w a s  d e t e c t e d  i n  t h e  e x p e r i m e n t s  
d i s c u s s e d  a b o v e ,  t h i s  t h i o l  e x c r e t i o n  h y p o t h e s i s  w a s  t e s t e d  d i r e c t l y .  
I n  t h i s  e x p e r i m e n t ,  e x p o n e n t i a l  g r o w t h  p h a s e  J 5 3  ( R 7 7 3 )  w a s  s u s p e n d e d  
i n  m e d i u m  c o n t a i n i n g  l O m M  a r s e n i t e .  T h e  c e l l s  u n d e r w e n t  a n  6 - 8  h o u r  
l a g  p h a s e  b e f o r e  e n t e r i n g  e x p o n e n t i a l  g r o w t h  p h a s e o  I t  w a s  h y p o t h e s i z e d  
t h a t ,  d u r i n g  t h e  l a g  p h a s e ,  t h e  c e l l s  " c o n d i t i o n e d "  t h e  m e d i u m  b y  t h e  
e x c r e t i o n  o f  a  t h i o l ,  f o l l o w i n g  w h i c h  g r o w t h  c o u l d  o c c u r .  A t  t h e  e n d  
o f  t h e  l a g  p h a s e ,  t h e  c e l l s  w e r e  r e m o v e d  f r o m  t h e  m e d i u m  a n d  r e p l a c e d  
w i t h  e x p o n e n t i a l  p h a s e  c e l l s  w h i c h  h a d  n o t  p r e v i o u s l y  b e e n  e x p o s e d  t o  
a r s e n i t e .  
T h e  r e s u l t s  o f  t h i s  e x p e r i m e n t  ( F i g u r e  5 )  i n d i c a t e  t h a t  t h e  
" c o n d i t i o n e d "  g r o w t h  m e d i u m  r e t a i n e d  t h e  a b i l i t y  t o  i n h . i b i t  t h e  
g r o w t h  o f  s e n s i t i v e  c e l l s .  
F i g u r e  5 .  E x a m i n a t i o n  f o r  A r s e n i t e  D e t o x i f i c a t i o n  b y  _ g _ .  c o l i  
J 5 3  ( R 7 7 3 )  
A .  C e l l s  w e r e  g r o w n  o v e r n i g h t  i n  C M - G l u  ( 0 . 0 5 % ) ,  h a r v e s t e d  b y  
c e n t r i f u g a t i o n  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  f r e s h  C M - G l u  a t  4 0  K l e t t  
u n i t s .  A f t e r  e x p o n e n t i a l  g r o w t h  h a d  r e s u m e d ,  t h e  c e l l s  w e r e  
h a r v e s t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a n d  r e s u s p e n d e d  a t  2 0  K l e t t  u n i t s  
i n  t h e  s a m e  m e d i u m  ( O ) , o r  i n  m e d i u m  c o n t a i n i n g  l O m M  s o d i u m  
a r s e n i t e  ( [ ] ) .  F o l l o w i n g  8  h o u r s  e x p o s u r e  t o  t h e  a r s e n i t e ,  a t  
t h e  e n d  o f  t h e  l a g  p h a s e  ( i n d i c a t e d  b y  t h e  a r r o w ) ,  t h e  c u l t u r e  
w a s  h a r v e s t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a n d  t h e  c u l t u r e  s u p e r n a t e  w a s  
f i l t e r  s t e r i l i z e d .  
4 3  
B .  A l i q u o t s  f r o m  a  s e c o n d  e x p o n e n t i a l  p h a s e  C M - G l u  c u l t u r e  o f  J 5 3  
( R 7 7 3 )  w e r e  r e m o v e d ,  t h e  c e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n ,  
a n d  r e s u s p e n d e d  i n  e i t h e r  t h e  s a m e  m e d i u m  (  O )  o r  i n  t h e  s u p e r n a t e  
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T h e s e  r e s u l t s  s u g g e s t  t h a t  p l a s m i d  d e t e r m i n e d  a r s e n i t e  r e s i s t a n c e  
i n  E .  c o l i  i s  n o t  d u e  t o  t h e  t r a n s f o r m a t i o n  o f  a r s e n i t e  t o  a  l e s s  t o x i c  
- - -
f o r m  o f  a r s e n i c ,  b u t  r a t h e r  i t  i s  d u e  t o  t h e  m o d i f i c a t i o n  o r  p r o t e c t i o n  
o f  s e n s i t i v e  t a r g e t  s i t e s  w i t h i n  t h e  c e l l s o  
...,,_--~-..---~ - ! ' f '  . . . . . . . . .  , _ .  _ _  ~~--~~'Jl"l""'"-.,.,,;r . . .  -~-·~-----~------~~---~-· 
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M i n i m a l  I n h i b i t o r y  C o n c e n t r a t i o n s  o f  A r s e n i t e  a n d  A r s e n a t e  
T h e  t o l e r a n c e  o f  p l a s m i d - f r e e  a r s e n i c  s e n s i t i v e  a n d  p l a s m i d - b e a r i n g  
a r s e n i c  r e s i s t a n t  s t r a i n s  o f  E .  c o l i  t o  a r s e n i t e  a n d  a r s e n a t e  w e r e  
d e t e r m i n e d  q u a n t i t a t i v e l y  b y  m e a s u r i n g  t h e  m i n i m a l  i n h i b i t o r y  
c o n c e n t r a t i o n s  ( M I C )  o f  t h e s e  c o m p o u n d s .  T h e  M I C  i s  d e f i n e d  a s  
t h a t  c o n c e n t r a t i o n  o f  a r s e n i c  w h i c h  r e d u c e s  t h e  s u r v i v a l  o f  c o l o n y  
f o r m i n g  u n i t s  t o  5 0 %  o f  u n e x p o s e d  c o n t r o l s o  T h e  m e t h o d  u s e d  i s  
p a r t i c u l a r l y  r i g o r o u s  f o r  d e t e r m i n i n g  t h e  t o l e r a n c e  o f  c e l l s  t o  
i n h i b i t o r y  a g e n t s ,  b e c a u s e  i t  m e a s u r e s  t h e  a b i l i t y  t o  g r o w  a n d  d i v i d e  
w i t h o u t  t h e  p r o t e c t i v e  i n f l u e n c e  o f  s u r r o u n d i n g  c e l l s .  T h e  u s u a l  
. d i s k  d i f f u s i o n  o r  l i q u i d  c u l t u r e  m e t h o d s  i n v a r i a b l y  r e s u l t  i n  h i g n e r  
v a l u e s  f o r  M I C  d e t e r m i n a t i o n s .  
A  r s  e n  i t e  M I C .  
I n  o r d e r  t o  g a i n  i n s i g h t  a s  t o  p o s s i b l e  t a r g e t  
s i t e s  f o r  a r s e n i t e  t o x i c i t y  t h e  M I C  w a s  d e t e r m i n e d  u s i n g  d i f f e r e n t  
c a r b o n  s o u r c e s ,  b o t h  f e r m e n t a b l e  ( g l u c o s e )  a n d  n o n - f e r m e n t a b l e  
( g l y c e r o l  a n d  a c e t a t e ) .  I n  a d d i t i o n ,  i n  o r d e r  t o . d e t e r m i n e  w h e t h e r  
o r  n o t  s e n s i t i v e  o r  r e s i s t a n t  c e l l s  w e r e  a b l e  t o  b e c o m e  a d a p t e d  
o r  i n d u c e d  t o  t o l e r a t e  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  a r s e n i t e ,  t h e  M I C  
d e t e r m i n a t i o n s  w e r e  c a r r i e d  o u t  w i t h  a n d  w i t h o u t  p r i o r  g r o w t h  i n  
s u b - i n h i b i t o r y  l e v e l s  o f  a r s e n i t e .  
T h e  M I C  f o r  J 5 3  ( F i g u r e  6  a n d  T a b l e  I I I )  v a r i e d  c o n s i d e r a b l y  
d e p e n d i n g  o n  w h e t h e r  t h e  c a r b o n  s o u r c e  b e i n g  u t i l i z e d  w a s  f e r m e n t a b l e  
o r  s t r i c t l y  r e s p i r a t o r y .  T h e  M I C  f o r  g l u c o s e  g r o w n  c e l l s  w a s  3  f o l d  
g r e a t e r  t h a n  f o r  a c e t a t e  g r o w n  c e l l s ,  a n d  n e a r l y  9  f o l d  g r e a t e r  t h a n  
f o r  g l y c e r o l  g r o w n  c e l l s .  A l s o ,  t h e r e  w a s  e s s e n t i a l l y  n o  d i f f e r e n c e  
'----~ ~·-···-··-~----· , ,  . •  + .  - ··--·~ ;~< • >  ~ •  · - ·  > ' • #  - •  - . . . .  _  • - - H-•H~< -~*<H --·-·~ - - · - ·-···~·H - · •  •--~·- " '  ~H •  <  ~ + .  •  
F i g u r e  6 .  M i n i m a l  I n h i b i t o r y  C o n c e n t r a t i o n  o f  A r s e n i t e  f o r  
E .  c o l i  J 5 3  
- - -
T h e  c e l l s  u s e d  f o r  M I C  d e t e r m i n a t i o n s  w e r e  p r e g r o w n a  i n  
C M - G l u  ( 0 ) ,  C M - G l u  p l u s  l m M  s o d i u m  a r s e n i t e  ( e ) ,  C M - G l y  ( D . ) ,  
C M - G l y  p l  u s  O  . 5 m M  s o d i u m  a r s e n i t e  (  • ) ,  C M - A c e  (  D ) ,  o r  C M - A c e  p l  u s  
O . l m M  s o d i u m  a r s e n i t e  (~),and t h e n  p l a t e d  o n  t h e  s a m e  m e d i u m  
c o n t a i n i n g  t h e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  s o d i u m  a r s e n i t e  i n d i c a t e .  
4 7  
a  C e l l s  u s e d  f o r  p r e g r o w t h  i n  m e d i u m  w i t h o u t  a r s e n i c  w e r e  s t r e a k e d  
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5 0  
i n  t h e  M I C  w h e t h e r  t h e  c e l l s  w e r e  p r e g r o w n  i n  s u b i n h i b i t o r y  l e v e l s  o f  
a r s e n i t e  o r  n o t .  
T h e s e  r e s u l t s  s u g g e s t  t w o  i m p o r t a n t  t h i n g s .  F i r s t ,  J 5 3  i s  
m u c h  m o r e  s e n s i t i v e  t o  a r s e n i t e  w h e n  g r o w n  u t i l i z i n g  c a r b o n  s o u r c e s  
t h a t  r e q u i r e  o x i d a t i v e  p h o s p h o r y l a t i o n  a s  a  m e a n s  o f  o b t a i n i n g  e n e r g y ,  
a s  o p p o s e d  t o  c a r b o n  s o u r c e s  w h i c h  a l l o w  t h e  c e l l s  t o  f e r m e n t .  I t  
w o u l d  s e e m  t h e r e f o r e ,  t h a t  a  c o m p o n e n t  o f  r e s p i r a t o r y  m e t a b o l i s m  w o u l d  
b e  a  l i k e l y  t a r g e t  s i t e  f o r  a r s e n i t e  t o x i c i t y .  T h i s  i s  c o n s i s t e n t  w i t h  
w h a t  i s  r e p o r t e d  i n  t h e  l i t e r a t u r e  ( 3 2 )  a s  w e l l  a s  t h e  d a t a  o b t a i n e d  
b y  S m i l e y  ( 2 8 )  s u g g e s t i n g  t h a t  t h e  A T P a s e  i s  a  t a r g e t  s i t e  f o r  
a r s e n i t e  t o x i c i t y .  S e c o n d ,  p r e g r o w t h  o f  t h e  c e l l s  i n  s u b i n h i b i t o r y  
l e v e l s  o f  a r s e n i t e  d o e s  n o t  e n a b l e  t h e  c e l l s ,  b y  a n  a d a p t i v e  o r  
i n d u c t i v e  p r o c e s s ,  t o  t o l e r a t e  e l e v a t e d  c o n c e n t r a t i o n s .  
T h e s e  r e s u l t s  a r e  i n  s h a r p  c o n t r a s t  t o  t h o s e  o b t a i n e d  f o l l o w i n g  
t h e  i n t r o d u c t i o n  o f  t h e  p l a s m i d  R 7 7 3  i n t o  s e n s i t i v e  c e l l s .  T h e  
t o l e r a n c e  o f  J 5 3  ( R 7 7 3 )  t o  a r s e n i t e  w a s  n o t  a f f e c t e d  a p p r e c i a b l y  
b y  t h e  c a r b o n  s o u r c e  b e i n g  u t i l i z e d  ( F i g u r e  7  a n d  T a b l e  I I I ) o  I n  
a d d i t i o n ,  p r e g r o w t h  i n  s u b i n h i b i t o r y  c o n c e n t r a t i o n s  o f  a r s e n i t e  d i d  
e n a b l e  t h e s e  c e l l s  t o  t o l e r a t e  e l e v a t e d  l e v e l s  o f  a r s e n i t e ,  a n  i n d i c a t i o n  
t h a t  t h e  a r s e n i t e  r e s i s t a n c e  s y s t e m  i s  i n d u c i b l e .  
T h e  p r e s e n c e  o f  t h e  p l a s m i d  R 7 7 3  p r o v i d e s  t h e  c e l l s  w i t h  a  
s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e  i n  r e s i s t a n c e  t o  a r s e n i t e  r e l a t i v e  t o  t h e  
p l a s m i d - f r e e  s t r a i n ,  r o u g h l y  5  f o l d  f o r  g l u c o s e  g r o w n  c e l l s  a n d  o v e r  
1 0  f o l d  f o r  a c e t a t e  g r o w n  c e l l s .  
F i g u r e  7 .  M i n i m a l  I n h i b i t o r y  C o n c e n t r a t i o n  o f  A r s e n i t e  f o r  E .  c o l i  
J 5 3  ( R 7 7 3 )  
T h e  c e l l s  u s e d  f o r  M I C  d e t e r m i n a t i o n s  w e r e  p r e g r o w n a  i n  
C M - G l u  ( e ) ,  C M - G l u  p l u s  5 m M  s o d i u m  a r s e n i t e  ( 0 ) ,  C M - A c e ( & ) ,  
o r  C M - A c e  p l u s  5 m M  s o d i u m  a r s e n i t e  (~),and t h e n  p l a t e d  o n  t h e  
s a m e  m e d i u m  c o n t a i n i n g  t h e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  s o d i u m  a r s e n i t e  
i n d i c a t e d .  
a  S e e  f o o t n o t e  t o  F i g u r e  6 .  
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5 3  
A r s e n a t e  M I C .  T h e  M I C  f o r  a r s e n a t e  w a s  d e t e r m i n e d  i n  a  m a n n e r  
s i m i l a r  t o  t h a t  f o r  a r s e n i t e ,  e x c e p t  t h a t  o n l y  g l u c o s e  a n d  g l y c e r o l  
w e r e  u s e d  a s  c a r b o n  s o u r c e s .  T h e  a r s e n a t e  M I C  f o r  g l u c o s e  g r o w n  J 5 3 ,  
l i k e  t h a t  f o r  t h e  a r s e n i t e  M I C ,  w a s  r o u g h l y  9  f o l d  g r e a t e r  t h a n  f o r  
g l y c e r o l  g r o w n  c e l l s  ( F i g u r e  8  a n d  T a b l e  I I I ) .  I n  a d d i t i o n ,  p r e g r o w t h  
i n  s u b i n h i b i t o r y  l e v e l s  o f  a r s e n a t e ,  l i k e  t h a t  f o r  t h e  a r s e n i t e  M I C ,  
d i d  n o t  e n a b l e  t h e  c e l l s  t o  t o l e r a t e  e l e v a t e d  c o n c e n t r a t i o n s .  
T h e  r e a s o n  f o r  t h e  9  f o l d  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  a r s e n a t e  M I C  
f o r  g l u c o s e  a n d  g l y c e r o l  g r o w n  c e l l s  i s  p r o b a b l y  n o t  t h e  s a m e  a s  t h a t  
f o r  t h e  a r s e n i t e  M I C .  W i t h  a r s e n a t e ,  t h e  d i f f e r e n c e  i s  p r o b a b l y  d u e  
t o  t h e  i n d u c t i o n ,  b y  g l y c e r o l ,  o f  a n  a d d i t i o n a l  t r a n s p o r t  s y s t e m  
c a p a b l e  o f  a c t i v e l y  a c c u m u l a t i n g  a r s e n a t e  ( s e e  I n t r o d u c t i o n ) .  
T h e  t o l e r a n c e  o f  J 5 3  ( R 7 7 3 )  t o  a r s e n a t e  i s  e x t r a o r d i n a r y .  T h e  
m e t h o d s  u s e d  f o r  t h e  M I C  r e s u l t s  j u s t  d e s c r i b e d  p r o v e d  i n a d e q u a t e  
f o r  m e a s u r i n g  t h e  a r s e n a t e  M I C  f o r  t h i s  s t r a i n .  I n  t h i s  c a s e  t h e  
M I C  w a s  o b t a i n e d  f r o m  g r o w t h  i n  l i q u i d  c u l t u r e ,  a n d  a s  s u c h ,  i s  o n l y  
a  r o u g h  a p p r o x i m a t i o n  o f  t h a t  o b t a i n a b l e  b y  t h e  p l a t e  m e t h o d .  C e l l s  
f r o m  a  c u l t u r e  o f  J 5 3  ( R 7 7 3 )  g r e w  w i t h o u t  s i g n i f i c a n t  i n h i b i t i o n  
w h e n  t r a n s f e r r e d  t o  g l u c o s e  m e d i u m  c o n t a i n i n g  3 0 0 m M  a r s e n a t e .  T h o s e  
c e l l s  t r a n s f e r r e d  t o  g l y c e r o l  m e d i u m  w e r e  m o d e r a t e l y  i n h i b i t e d  b y  
2 0 0 m M  a r s e n a t e  a n d  c o m p l e t e l y  i n h i b i t e d  b y  2 4 0 m M  a r s e n a t e  ( T a b l e  I I I ) .  
T h e s e  r e s u l t s  i n d i c a t e  t h e  p r e s e n c e  o f  a  p l a s m i d  d e t e r m i n e d  
s y s t e m  w h i c h  i s  h i g h l y  e f f e c t i v e  i n  p r e v e n t i n g  a r s e n a t e  f r o m  p e n e t r a t i n g  
t o  t h e  c e l l ' s  i n t e r i o r .  
I i i  
F i g u r e  8 .  M i n i m a l  I n h i b i t o r y  C o n c e n t r a t i o n  o f  A r s e n a t e  f o r  E .  c o l i  
J 5 3  
T h e  c e l l s  u s e d  f o r  M I C  d e t e r m i n a t i o n s  w e r e  p r e g r o w n a  i n  
C M - G l y  (  • ) ,  C M - G l y  p l  u s  0 .  l m M  s o d i u m  a r s e n a t e  (  0 ) ,  o r  C M - G l  u  
5 4  
( I I ) ,  a n d  t h e n  p l a t e d  o n  t h e  s a m e  m e d i u m  c o n t a i n i n g  t h e  c o n c e n t r a t i o n s  
o f  s o d i u m  a r s e n a t e  i n d i c a t e d .  
a  
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G r o w t h  R e s p o n s e s  t o  A r s e n i t e  a n d  A r s e n a t e  
T h e s e  e x p e r i m e n t s  w e r e  c a r r i e d  o u t  i n  o r d e r  t o  d e t e r m i n e  t h e  
b e h a v i o r  o f  e x p o n e n t i a l  p h a s e  _ g _ .  c o l i  J 5 3  a n d  J 5 3  ( R 7 7 3 }  w h e n  c h a l l e n g e d  
w i t h  v a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  o f  a r s e n i c .  
A r s e n i t e .  T h e  r e s p o n s e  o f  J 5 3  t o  a r s e n i t e  w h e n  g r o w n  u s i n g  
g l u c o s e  o r  g l y c e r o l  a s  t h e  c a r b o n  s o u r c e  i s  s h o w n  i n  F i g u r e s  9  a n d  
1 0 .  I n  a r s e n i t e  c o n c e n t r a t i o n s  l e s s  t h a n  2 m M ,  g l u c o s e  g r o w n  c e l l s  
( F i g u r e  9 )  e x p e r i e n c e  a  l a g  p h a s e  f o l l o w e d  b y  e x p o n e n t i a l  g r o w t h .  U n d e r  
t h e s e  c o n d i t i o n s  t h e  c e l l s  a p p e a r  t o  r e c o v e r  a f t e r  t h e  l a g  p e r i o d  a s  
i f  t h e y  t u r n  o n  a  s e c o n d ,  l e s s  s e n s i t i v e  e n e r g y  p r o d u c i n g  s y s t e m .  
T h a t  t h i s  i s  d u e  t o  t h e  a v a i l a b i l i t y  o f  a  f e r m e n t a b l e  c a r b o n  s o u r c e  
i s  n o t  c l e a r .  T h e  r e s u l t s  a r e  i n  c o n t r a s t  t o  t h e  r e s p o n s e  o f  g l y c e r o l  
g r o w n  c e l l s  t o  a r s e n i t e  ( F i g u r e  1 0 ) .  U n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s ,  t h e  
c e l l s  s i m p l y  e x p e r i e n c e  a  r e d u c e d  g r o w t h  r a t e ,  r e g a r d l e s s  o f  t h e  
a r s e n i t e  c o n c e n t r a t i o n .  T h e  c e l l s  d o  n o t  e x p e r i e n c e  a  l a g  p h a s e .  
T h e  i n h i b i t i o n  b y  a r s e n i t e  i s  r o u g h l y  l i n e a r  w i t h  r e s p e c t  t o  
c o n c e n t r a t i o n ,  i . e . ,  d o u b l i n g  t h e  a r s e n i t e  c o n c e n t r a t i o n  a p p e a r s  
t o  d o u b l e  t h e  g e n e r a t i o n  t i m e .  T h e s e  f i n d i n g s  a r e  s o m e w h a t  s i m i l a r  
t o  t h o s e  o b t a i n e d  i n  t h e  M I C  s t u d i e s .  A g a i n  t h e y  s u g g e s t  t h e  m o s t  
s e n s i t i v e  t a r g e t  s i t e  f o r  a r s e n i t e  t o x i c i t y  i s  a  s y s t e m  i n v o l v e d  
i n  r e s p i r a t o r y  m e t a b o l i s m  r a t h e r  t h a n  f e r m e n t a t i o n .  T h e y  a l s o  
s u g g e s t  t h a t  w h e n  c e l l s  a r e  g r o w n  u s i n g  a  f e r m e n t a b l e  c a r b o n  s o u r c e ,  
i t  i s  n e c e s s a r y  t h a t  t w o  s y s t e m s  b e  i n h i b i t e d  b e f o r e  g r o w t h  c e a s e s ,  
n a m e l y ,  r e s p i r a t i o n  a n d  f e r m e n t a t i o n .  
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F i g u r e  9  •  T h e  E f f e c t  o f  A r s e n i t e  C o n c e n t r a t i o n  o n  G l u c o s e  G r o w n  
E .  c o l i  J 5 3  
- - -
C e l l s  w e r e  g r o w n  o v e r n i g h t  i n  C M - G l u  ( 0 . 0 5 % ) ,  h a r v e s t e d  b y  
c e n t r i f u g a t i o n  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  f r e s h  C M - G l u  a t  4 0  K l e t t  u n i t s .  
A f t e r  e x p o n e n t i a l  g r o w t h  h a d  r e s u m e d ,  a t  8 0  K l e t t  u n i t s ,  a l i q u o t s  
5 7  
w e r e  r e m o v e d ,  t h e  c e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a n d  r e s u s p e n d e d  
a t  2 0  K l e t t  u n i t s  i n  t h e  s a m e  m e d i u m  c o n t a i n i n g  t h e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  
s o d i u m  a r s e n i t e  i n d i c a t e d .  
l 9 
(SJLj) 3~11 
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F i g u r e  1 0  •  T h e  E f f e c t  o f  A r s e n i  t e  C o n c e n t r a t i o n  o n  G l y c e r o l  G r o w n  
E .  c o l i  J 5 3  
C e l l s  w e r e  g r o w n  o v e r n i g h t  i n  C M - G l y  ( 0 . 0 5 % ) ,  h a r v e s t e d  b y  
c e n t r i f u g a t i o n  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  f r e s h  C M - G l y  a t  4 0  K l e t t  u n i t s .  
A f t e r  e x p o n e n t i a l  g r o w t h  h a d  r e s u m e d ,  a t  8 0  K l e t t  u n i t s ,  a l i q u o t s  w e r e  
r e m o v e d ,  t h e  c e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a n d  r e s u s p e n d e d  
a t  2 0  K l e t t  u n i t s  i n  t h e  s a m e  m e d i - u m  c o n t a i n i n g  t h e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  
s o d i u m  a r s e n i t e  i n d i c a t e d .  
L 9 
S (S.J4) 311\111 
























T h e  r e s p o n s e  o f  J 5 3  ( R 7 7 3 )  t o  a r s e n t t e  w h e n  g r o w n  u s i n g  g l u c o s e  
o r  g l y c e r o l  a s  t h e  c a r b o n  s o u r c e  i s  s h o w n  i n  F i g u r e s  1 1  a n d  1 2 .  I n  
b o t h  c a s e s ,  a l t h o u g h  t h e  g r o w t h  r a t e s ,  t h e  f i n a l  y i e l d s  a n d  
t h e  t o l e r a n c e  o f  a r s e n i t e  a r e  g r e a t e r  f o r  g l u c o s e  g r o w n  c e l l s ,  t h e  
g e n e r a l  r e s p o n s e  t o  a r s e n i t e  a p p e a r s  s i m i l a r .  T h e  c e l l s  e x p e r i e n c e  
a  l a g  p h a s e  f o l l o w e d  b y  e x p o n e n t i a l  g r o w t h .  T h i s  t y p e  o f  r e s p o n s e  
t o  a n  i n h i b i t o r y  a g e n t  i s  o f t e n  ' t a k e n  t o  m e a n  t h a t  t h e  r e s i s t a n c e  
s y s t e m  i s  i n d u c i b l e ,  i . e o ,  d u r i n g  t h e  l a g  p h a s e  t h e  c e l l s  c h a n n e l  
a v a i l a b l e  m e t a b o l i c  e n e r g y  i n t o  t h e  s y n t h e s i s  o f  c o m p o n e n t s  o f  t h e  
r e s i s t a n c e  s y s t e m .  F o l l o w i n g  s u f f i c i e n t  s y n t h e s i s  o f  t h e s e  
c o m p o n e n t s ,  t h e  c e l l s  a r e  a b l e  t o  g r o w  e x p o n e n t i a l l y .  
A r s e n a t e .  T h e  r e s p o n s e  o f  J 5 3  t o  a r s e n a t e  w h e n  g r o w n  u s i n g  
g l u c o s e  o r  g l y c e r o l  a s  t h e  c a r b o n  s o u r c e  i s  s h o w n  i n  F i g u r e s  1 3  a n d  
1 4 .  I n  b o t h  c a s e s  t h e  c e l l s  b e h a v e  i n  a  m a n n e r  s i m i l a r  t o  g l u c o s e  
g r o w n  J 5 3  i n  a r s e n i t e  ( F i g u r e  9 ) .  T h e  c e l l s  e x p e r i e n c e  a  l a g  p h a s e  
f o l l o w e d  b y  e x p o n e n t i a l  g r o w t h  • .  T h e  r e a s o n  f o r  t h i s  b e h a v i o r  i s  
6 1  
n o t  c l e a r .  I n  l i g h t  o f  t h e  m e c h a n i s m  o f  a r s e n a t e  t o x i c i t y  ( s e e  
I n t r o d u c t i o n ) ,  t h e  r e a s o n  i s  n o t  l i k e l y  t o  b e  t h e  s a m e  a s  t h a t  
r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  b e h a v i o r  f o l l o w i n g  e x p o s u r e  t o  a r s e n i t e .  A g a i n  
t h e  c e l l s  s h o w  a  g r e a t l y  i n c r e a s e d  s e n s i t i v i t y  t o  a r s e n a t e  w h e n  g r o w n  
u s i n g  g l y c e r o l  a s  t h e  c a r b o n  s o u r c e .  
T h e  r e s p o n s e  o f  J 5 3  ( R 7 7 3 )  t o  a r s e n a t e  w h e n  g r o w n  u s i n g  g l u c o s e  
o r  g l y c e r o l  a s  t h e  c a r b o n  s o u r c e  i s  s h o w n  i n  F i g u r e s  1 5  a n d  1 6 .  I n  
c o n t r a s t  t o  t h e  b e h a v i o r  o f  g l u c o s e  g r o w n  J 5 3  ( R 7 7 3 )  t o  a r s e n i t e ,  
e x p o s u r e  o f  g l u c o s e  g r o w n  c e l l s  t o  a r s e n a t e  h a s  l i t t l e  i n h i b i t o r y  
I  
\ :  
!  
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F i g u r e  1 1  •  T h e  E f f e c t  o f  A r s e n i t e  C o n c e n t r a t i o n  o n  G l u c o s e  G r o w n  
_ ; _ .  c o  1  i  J  5  3  (  R  7 7  3 )  
U n i n d u c e d  c e l l s  w e r e  g r o w n  o v e r n i g h t  i n  C M - G l u  ( 0 . 0 5 % ) ,  h a r v e s t e d  
b y  c e n t r i f u g a t i o n  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  f r e s h  C M - G l u  a t  4 0  K l e t t  u n i t s .  
A f t e r  e x p o n e n t i a l  g r o w t h  h a d  r e s u m e d ,  a t  8 0  K l e t t  u n i t s ,  a l i q u o t s  w e r e  
r e m o v e d ,  t h e  c e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a n d  r e s u s p e n d e d  
a t  2 0  K l e t t  u n i t s  i n  t h e  s a m e  m e d i u m  c o n t a i n i n g  t h e  c o n c e n t r a t i o n s  
o f  s o d i u m  a r s e n i t e  i n d i c a t e d .  
(SJ LI) 3 ll'J 11 l 
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F i g u r e  1 2 .  T h e  E f f e c t  o f  A r s e n i t e  C o n c e n t r a t i o n  o n  G l y c e r o l  G r o w n  
f .  c o l i  J 5 3  ( R 7 7 3 )  
U n i n d u c e d  c e l l s  w e r e  g r o w n  o v e r n i g h t  i n  C M - G l y  ( 0 . 0 5 % ) ,  h a r v e s t e d  
b y  c e n t r i f u g a t i o n  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  f r e s h  C M - G l y  a t  4 0  K l e t t  u n i t s .  
A f t e r  e x p o n e n t i a l  g r o w t h  h a d  r e s u m e d ,  a t  8 0  K l e t t  u n i t s ,  a l i q u o t s  w e r e  
r e m o v e d ,  t h e  c e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a n d  r e s u s p e n d e d  
a t  2 0  K l e t t  u n i t s  i n  t h e  s a m e  m e d i u m  c o n t a i n i n g  t h e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  
s o d i u m  a r s e n i t e  i n d i c a t e d .  
L 9 
S (S.Jl.I) 3V'J11 














' ! 1 1 1 " 1  "'~~-~-·-~--------...~-..-M~-i>-.--1"--l- ~~--..-._,.l"lllfl'" ~--~ , . . , . _ ,  .  . , , . . . .  ~..01'"\'-!-
F i g u r e  1 3 .  T h e  E f f e c t  o f  A r s e n a t e  C o n c e n t r a t i o n s  o n  G l u c o s e  G r o w n  
E .  c o l i  J 5 3  
C e l l s  w e r e  g r o w n  o v e r n i g h t  i n  C M - G l u  ( 0 . 0 5 % ) ,  h a r v e s t e d  b y  
6 6  
c e n t r i f u g a t i o n  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  f r e s h  C M - G l u  a t  4 0  K l e t t  u n i t s .  
A f t e r  e x p o n e n t i a l  g r o w t h  h a d  r e s u m e d ,  a t  8 0  K l e t t  u n i t s ,  a l i q u o t s  w e r e  
r e m o v e d ,  t h e  c e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a n d  r e s u s p e n d e d  
a t  2 0  K l e t t  u n i t s  i n  t h e  s a m e  m e d i u m  c o n t a i n i n g  t h e  c o n c e n t r a t i o n s  
o f  s o d i u m  a r s e n a t e  i n d i c a t e d .  
L 9 
S (SJ4) 311'111 
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F i g u r e  1 4 .  T h e  E f f e c t  o f  A r s e n a t e  C o n c e n t r a t i o n  o n  G l y c e r o l  G r o w n  
E .  c o l i  J 5 3  
6 8  
C e l l s  w e r e  g r o w n  o v e r n i g h t  i n  C M - G l y  ( 0 . 0 5 % ) ,  h a r v e s t e d  b y  
c e n t r i f u g a t i o n ,  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  f r e s h  C M - G l y  a t  4 0  K l e t t  u n i t s .  
A f t e r  e x p o n e n t i a l  g r o w t h  h a d  r e s u m e d ,  a t  8 0  K l e t t  u n i t s ,  a l i q u o t s  w e r e  
r e m o v e d ,  t h e  c e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n ,  a n d  r e s u s p e n d e d  
a t  2 0  K l e t t  u n i t s  i n  t h e  s a m e  m e d i u m  c o n t a i n i n g  t h e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  
s o d i u m  a r s e n a t e  i n d i c a t e d .  
l 9 
(SJ Lt) 31/\J 11 
s ~ £ 
OO"l 0-0 
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F i g u r e  1 5 .  T h e  E f f e c t  o f  A r s e n a t e  C o n c e n t r a t i o n  o n  G l u c o s e  G r o w n  
£ .  c o l i  J 5 3  ( R 7 7 3 )  
U n i n d u c e d  c e l l s  w e r e  g r o w n  o v e r n i g h t  i n  C M - G l u  ( 0 . 0 5 % ) ,  h a r v e s t e d  
b y  c e n t r i f u g a t i o n  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  f r e s h  C M - G l u  a t  4 0  K l e t t  u n i t s  .  
A f t e r  e x p o n e n t i a l  g r o w t h  h a d  r e s u m e d ,  a t  8 0  K l e t t  u n i t s ,  a l i q u o t s  w e r e  
r e m o v e d ,  t h e  c e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a n d  r e s u s p e n d e d  a t  
2 0  K l e t t  u n i t s  i n  t h e  s a m e  m e d i u m  c o n t a i n i n g  t h e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  
s o d i u m  a r s e n a t e  i n d i c a t e d .  
l 9 
S (SJ4) 3V\l ll 
v E 

















F i g u r e  1 6 .  T h e  E f f e c t  o f  A r s e n a t e  C o n c e n t r a t i o n  o n  G l y c e r o l  G r o w n  
~· c o l i  J 5 3  ( R 7 7 3 )  
7 2  
U n i n d u c e d  c e l l s  w e r e  g r o w n  o v e r n i g h t  i n  C M - G l y  ( 0 . 0 5 % ) ,  h a r v e s t e d  
b y  c e n t r i f u g a t i o n  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  f r e s h  C M - G l y  a t  4 0  K l e t t  u n i t s .  
A f t e r  e x p o n e n t i a l  g r o w t h  h a d  r e s u m e d ,  a t  8 0  K l e t t  u n i t s ,  a l i q u o t s  w e r e  
r e m o v e d ,  t h e  c e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a n d  r e s u s p e n d e d  a t  
2 0  K l e t t  u n i t s  i n  t h e  s a m e  m e d i u m  c o n t a i n i n g  t h e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  
s o d i u m  a r s e n a t e  i n d i c a t e d .  
l 9 
S (SJL!) 311\Jll f1 . £ 
s o-o 
f1 -y--y 














e f f e c t  ( F i g u r e  1 5 ) .  N o  l a g  p h a s e  i s  o b s e r v e d  i n  c o n c e n t r a t i q n s  u p  
t o  l O O m M .  I n  f a c t ,  a s  w i l l  b e  s h o w n  i n  l a t e r  experin~nts, o n l y  a  
7 4  
3 0  m i n u t e  l a g  i s  o b s e r v e d  w h e n  t h e s e  c e l l s  a r e  e x p o s e d  t o  2 0 0 m M  a r s e n a t e .  
T h e  r e s p o n s e  o f  g l y c e r o l  g r o w n  J 5 3  ( R 7 7 3 )  t o  a r s e n a t e  i s  q u i t e  
d i f f e r e n t  ( F i g u r e  1 6 ) .  U n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s ,  t h e  c e l l s  e x p e r i e n c e  
a  l a g  o f  r o u g h l y  4  h o u r s  w h e n  e x p o s e d  t o  a s  l i t t l e  a s  5 m M  a r s e n a t e .  
I t  i s  i m p o r t a n t  t o  p o i n t  o u t ,  h o w e v e r ,  t h a t  t h e s e  c e l l s  r e c o v e r  f r o m  
t h e  l a g  p h a s e  i n  a r s e n a t e  c o n c e n t r a t i o n s  u p  t o  2 2 0 m M .  
T h e s e  r e s u l t s  d e m o n s t r a t e  t h a t  t h i s  p l a s m i d  d e t e r m i n e s  a  r e s i s t a n c e  
s y s t e m  w h i c h  i s  h i g h l y  e f f e c t i v e  i n  p r o t e c t i n g  t h e  c e l l s  f r o m  t h e  
t o x i c  e f f e c t s  o f  a r s e n a t e .  T h e  s y s t e m  i s  f u n c t i o n a l  w i t h  a  h i g h  
d e g r e e  o f  e f f i c i e n c y  i n  g l y c e r o l  g r o w n  c e l l s  o n l y  a f t e r  a n  a p p a r e n t  
i n d u c t i v e  p r o c e s s  h a s  o c c u r r e d .  G l u c o s e  g r o w n  c e l l s ,  h o w e v e r ,  a r e  
a b l e  t o  g r o w  e x p o n e n t i a l l y  i n  v e r y  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  o f  a r s e n a t e  
w i t h o u t  t h i s  i n d u c t i v e  e f f e c t  h a v i n g  o c c u r r e d .  
7 5  
R e v e r s i b i l i t y  o f  A r s e n i t e  a n d  A r s e n a t e  T o x i c i t y  
I n  o r d e r  t o  t e s t  t h e  m e c h a n i s m s  r e p o r t e d  i n  t h e  l i t e r a t u r e  f o r  
a r s e n i t e  a n d  a r s e n a t e  t o x i c i t y ,  I  d e c i d e d  t o  d e t e r m i n e  i f  t h e s e  c o m p o u n d s  
w e r e  b a c t e r i o s t a t i c  o r  b a c t e r i o c i d a l .  B e c a u s e  a r s e n i t e  i s  r e p o r t e d  
t o  a c c u m u l a t e  i n  t i s s u e s  b y  f o r m i n g  s t a b l e  b o n d s  w i t h  c e l l u l a r  
c o n s t i t u e n t s ,  o n e  w o u l d  e x p e c t  i t  t o  b e  h i g h l y  b a c t e r i o c i d a l  i n  
c o n c e n t r a t i o n s  t h a t  c o m p l e t e l y  i n h i b i t e d  g r o w t h .  A r s e n a t e ,  o n  t h e  
o t h e r  h a n d ,  m i g h t  b e  e x p e c t e d  t o  b e  b a c t e r i o s t a t i c  b e c a u s e  i t  d o e s  
n o t  f o r m  s t a b l e  b o n d s  w i t h  c e l l u l a r  c o n s t i t u e n t s  ( 3 2 ) ,  a n d  h a s  b e e n  
s h o w n  t o  b e  i n  d y n a m i c  e q u i l i b r i u m  w i t h  e x t r a c e l l u l a r  p h o s p h a t e  ( 5 ) .  
I n  t h e  e x p e r i m e n t  s h o w n  i n  F i g u r e  1 7 ,  a r s e n i c  s e n s i t i v e  I ·  c o l i  
J 5 3  w a s  g r o w n  u s i n g  g l y c e r o l  a s  t h e  c a r b o n  s o u r c e .  T h i s  c a r b o n  s o u r c e  
w a s  c h o s e n  b e c a u s e  t h e  c e l l s  e x p e r i e n c e  g r e a t e r  s e n s i t i v i t y  t o  b o t h  
a r s e n i t e  a n d  a r s e n a t e  t h a n  w h e n  g r o w n  u s i n g  a n y  o t h e r  c a r b o n  s o u r c e  
t e s t e d .  T h e  c e l l s  w e r e  c h a l l e n g e d  w i t h  a r s e n i t e  a n d  a r s e n a t e  a t  
c o n c e n t r a t i o n s  r o u g h l y  2 0  f o l d  h i g h e r  t h a n  t h e  M I C .  F o l l o w i n g  e x p o s u r e  
t o  t h e  a r s e n i c  f o r  v a r i o u s  t i m e s  t h e  c e l l s  w e r e  t e s t e d  f o r  v i a b i l i t y  
u s i n g  t w o  m e t h o d s .  F i r s t ,  a t  2 ,  4 ,  6  a n d  2 4  h o u r  i n t e r v a l s  c e l l s  w e r e  
r e m o v e d  f r o m  t h e  c u l t u r e  a n d  p l a t e d  o n  t h e  s a m e  m e d i u m  w i t h o u t  a r s e n i c .  
T h e  v i a b l e  c e l l  d e n s i t y  i n  t h e  c u l t u r e  w a s  t h e n  d e t e r m i n e d  f o r  e a c h  o f  t h e  
t i m e s .  S e c o n d ,  a t  1  a n d  2 4  h o u r  i n t e r v a l s ,  c e l l s  w e r e  r e m o v e d  f r o m  t h e  
c u l t u r e ,  w a s h e d ,  a n d  t h e n  t h e  t i m e  r e q u i r e d  f o r  t h e  c u l t u r e  t o  r e s u m e  
g r o w t h  i n  f r e s h  m e d i u m  w i t h o u t  a r s e n i c  w a s  d e t e r m i n e d .  
A s  s h o w n  i n  F i g u r e  1 7 B ,  t h e  v i a b i l i t y  o f  i n d i v i d u a l  c e l l s  
f o l l o w i n g  e x p o s u r e  t o  t h e s e  e x t r e m e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  a r s e n i t e  a n d  
a r s e n a t e  f o r  a s  l o n g  a s ·  2 4  h o u r s ,  i s  n o t  a f f e c t e d .  T h e  t o x i c i t y  o f  
F i g u r e  1 7 .  T h e  R e v e r s i b i l i t y  o f  A r s e n a t e  a n d  A r s e n i t e  T o x i c i t y  i n  
A r s e n i c  S e n s i t i v e  E .  c o l i  J 5 3  
A )  C e l l s  w e r e  g r o w n  o v e r n i g h t  i n  C M - G l y  ( 0 . 0 5 % ) ,  h a r v e s t e d  b y  
c e n t r i f u g a t i o n  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  f r e s h  C M - G l y  a t . 4 0  K l e t t  u n i t s .  
A f t e r  e x p o n e n t i a l  g r o w t h  h a d  r e s u m e d ,  a t  8 0  K l e t t  u n i t s ,  a l i q u o t s  
7 6  
w e r e  r e m o v e d ,  t h e  c e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a n d  
r e s u s p e n d e d  i n  e i t h e r  t h e  s a m e  m e d i u m  (  . &  ) ,  i n  m e d i u m  c o n t a i n i n g  
2 5 m M  s o d i u m  a r s e n a t e  (  O  ) ,  o r  i n  m e d i u m  c o n t a i n i n g  7 . 5 m M  s o d i u m  
a r s e n i t e  (  D  ) .  
( H o u r s  o n  o r d i n a t e  a r e  0  - 2 4 )  
B )  A n  a l i q u o t  f r o m  t h e  u n e x p o s e d  c u l t u r e  i n  " A "  a t  t i m e  =  0  w a s  r e m o v e d  
a n d  t h e  c e l l s  w e r e  s p r e a d  o n  2  C M - G l y  a g a r  p l a t e s  f r o m  a  1 0 -
7  
d i l u t i o n .  
T h e  c o l o n y  f o r m i n g  u n i t s  w e r e  c o u n t e d  a n d  t h e  v i a b l e  c e l l  d e n s i t y  i n  
t h e  u n e x p o s e d  c u l t u r e  a t  t i m e =  O  w a s  t a k e n  a s  t h e  c o n t r o l .  A l i q u o t s  
f r o m  t h e  a r s e n i t e  (  D  ) ,  a n d  a r s e n a t e  (  O )  e x p o s e d  c u l t u r e s  w e r e  
r e m o v e d  a t  0 ,  2 ,  4 ,  6  a n d  2 4  h o u r s ,  a n d  t h e  c e l l s  w e r e  s p r e a d  o n  
C M - G l y  a g a r  p l a t e s  f r o m  1 0 -
3
,  1 0 -
5  
a n d  1 0 -
6  
d i l u t i o n s .  T h e  c o l o n y  
f o r m i n g  u n i t s  w e r e  c o u n t e d  a n d  t h e  v i a b l e  c e l l  d e n s i t y  i s  p l o t t e d  a s  
a  p e r  c e n t  o f  t h e  u n e x p o s e d  c o n t r o l .  
( H o u r s  o n  o r d i n a t e  a r e  0  - 2 4 )  
C )  A l i q u o t s  f r o m  t h e  a r s e n i c  e x p o s e d  c u l t u r e s  w e r e  r e m o v e d  a t  1  ( a r s e n i t e  
(  0  } ,  a n d  a r s e n a t e  (  0 ) )  a n d  2 4  ( a r s e n i t e  (  ( )  )  , a n d  a r s e n a t e  (  6 .  )  )  ,  
h o u r s ,  t h e  c e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n ,  a n d  w a s h e d  o n c e  
i n  a n  e q u a  1  v o  1  u m e  b e f o r e  r e s u s p e n d i  n g  i n  f r e s h  C M - G l y .  
( H o u r s  o n  o r d i n a t e  O  - 9 )  
(SJLH 3V'J11 
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b o t h  a r s e n i t e  a n d  a r s e n a t e  i s  r e a d i l y  r e v e r s i b l e .  I n  f a c t ,  F i g u r e  
1 7 C  s h o w s  t h a t  a f t e r  1  h o u r s  e x p o s u r e ,  b o t h  a r s e n i t e  a n d  a r s e n a t e  
7 8  
m a y  e a s i l y  b e  w a s h e d  f r o m  t h e  c e l l s ,  a n d  t h a t  t h e r e  i s  s t i l l  s u f f i c i e n t  
e n e r g y  r e s e r v e s  t o  e n a b l e  t h e  c e l l s  t o  i m m e d i a t e l y  e n t e r  e x p o n e n t i a l  
1  
g r o w t h  p h a s e .  A f t e r  2 4  h o u r s ,  t h e  c e l l s  a p p e a r  t o  b e h a v e  a s  t h o u g h  
t h e i r  e n e r g y  r e s e r v e s  h a v e  b e e n  s u b s t a n t i a l l y  d e p l e t e d ;  h o w e v e r ,  t h e y  
a r e  s t i l l  a b l e  t o  r e c o v e r  a n d  e n t e r  e x p o n e n t i a l  g r o w t h  p h a s e  i n  a b o u t  
6  h o u r s .  
I t  i s  q u i t e  s u p r i s i n g  t h a t  t h e  b e h a v i o r  o f  t h e  c e l l s  f o l l o w i n g  
r e m o v a l  f r o m  t h e  t o x i c  c o n d i t i o n s  ( F i g u r e  1 7 C )  i s  t h e  s a m e ,  w h e t h e r  
e x p o s e d  t o  a r s e n i t e  o r  a r s e n a t e .  T h i s  i n d i c a t e s  t h a t ,  a l t h o u g h  t h e  
s p e c i f i c  t a r g e t  s i t e s  f o r  t o x i c i t y  m a y  b e  d i f f e r e n t ,  t h e  e n d  r e s u l t  
i s  p r o b a b l y  t h e  s a m e ;  a  g e n e r a l i z e d  d e p l e t i o n  o f  c e l l u l a r  e n e r g y .  
I f  a r s e n i t e  d o e s  r e a c t  w i t h  c e l l u l a r  c o n s t i t u e n t s ,  f o r m i n g  c o v a l e n t  
b o n d s  w i t h  s u l f h y d r a l  g r o u p s  a s  r e p o r t e d  i n  t h e  l i t e r a t u r e  ( 1 5 , 3 2 ) ,  t h e y  
m u s t  b e ,  i n  c o n t r a s t  t o  t h e  l i t e r a t u r e ,  v e r y  u n s t a b l e .  T h e y  m u s t  
easil~ u n d e r g o  h y d r o l y s i s  a n d  t h e  r e s u l t a n t  a r s e n i t e  s h o u l d  b e  
r a p i d l y  w a s h e d  f r o m  t h e · c e l l s .  
S t u d i e s  o n  t h e  I n d u c t i o n  a n d  R e g u l a t i o n  o f  A r s e n i t e  a n d  A r s e n a t e  
R e s i s t a n c e  
I n  o r d e r  t o  s t u d y  t h e  i n d u c t i v e  e f f e c t  o f  a r s e n i t e  a n d  a r s e n a t e  
7 9  
o n  b o t h  a r s e n i t e  a n d  a r s e n a t e  r e s i s t a n c e  in~· c o l i  J 5 3  ( R 7 7 3 ) ,  c e l l s  
n o t  p r e v i o u s l y  e x p o s e d  t o  a r s e n i c  w e r e  e x p o s e d  t o  a r s e n i t e  f o r  a  p e r i o d ,  
r e m o v e d  f r o m  t h e  a r s e n i t e  c o n t a i n i n g  m e d i u m ,  a n d  t h e n  e x p o s e d  t o  
f r e s h  a r s e n i t e  o r  a r s e n a t e  c o n t a i n i n g  m e d i u m .  T h e  s a m e  e x p e r i m e n t  
w a s  a l s o  c a r r i e d  o u t  u s i n g  c e l l s  f i r s t  e x p o s e d  t o  a r s e n a t e .  B o t h  
g l u c o s e  a n d  g l y c e r o l  w e r e  u s e d  a s  c a r b o n  s o u r c e s .  
F i g u r e  1 8  s h o w s  t h e  i n d u c t i v e  e f f e c t  o f  a r s e n i t e  o n  t h e  e x p r e s s i o n  
o f  a r s e n i t e  a n d  a r s e n a t e  r e s i s t a n c e  i n  g l y c e r o l  g r o w n  c e l l s .  E x p o s u r e  
o f  J 5 3  ( R 7 7 3 )  t o  4 m M  a r s e n i t e  o r  a r s e n a t e  c a u s e s  t h e  c e l l s  t o  e x p e r i e n c e  
a  3  t o  4  h o u r  l a g  p h a s e .  T h i s  l a g  p e r i o d  i s  e l i m i n a t e d  u p o n  s u b c u l t u r i n g  
o f  t h e  a r s e n i t e  e x p o s e d  c e l l s  i n t o  f r e s h  a r s e n i t e  c o n t a i n i n g  m e d i u m  
b u t  n o t  a r s e n a t e  c o n t a i n i n g  m e d i u m .  T h i s  i n d i c a t e s  t h a t  a r s e n i t e  a c t s  
a s  a n  i n d u c e r  o f  a r s e n i t e  r e s i s t a n c e  b u t  n o t  o f  a r s e n a t e  r e s i s t a n c e .  
T h e s e  r e s u l t s  a r e  i n  c o n t r a s t  t o  t h o s e  o b t a i n e d  w h e n  a r s e n a t e  
e x p o s e d  g l y c e r o l  g r o w n  J 5 3  ( R 7 7 3 )  i s  s u b c u l t u r e d  i n t o  f r e s h  a r s e n a t e  
a n d  a r s e n i t e  c o n t a i n i n g  m e d i u m  ( F i g u r e  1 9 ) .  U n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s ,  
t h e  l a g  p h a s e  i s  e l i m i n a t e d  f o r  b o t h  a r s e n a t e  a n d  a r s e n i t e .  T h e s e  
r e s u l t s  i n d i c a t e  t h a t  a r s e n a t e  a c t s  a s  a n  i n d u c e r  o f  b o t h  a r s e n a t e  
a n d  a r s e n i t e  r e s i s t a n c e .  
.  T h e  i n d u c t i v e  e f f e c t  o f  p r e g r o w t h  i n  a r s e n i t e  o r  a r s e n a t e  c a n  a l s o  
b e  s h o w n  f o r  g l u c o s e  g r o w n  c e l l s  ( F i g u r e  2 0  a n d  2 1 ) ,  a l t h o u g h  t h i s  
i s  s o m e w h a t  m o r e  d i f f i c u l t  f o r  a r s e n a t e  d u e  t o  t h e  e x t r e m e  r e s i s t a n c e .  
F i g u r e  2 0  s h o w s  t h a t  p r e g r o w t h  i n  a r s e n i t e  i n d u c e s  t h e  c e l l s  f o r  g r o w t h  
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F i g u r e  1 8 .  T h e  E f f e c t  o f  A r s e n i t e  o n  t h e  E x p r e s s i o n  o f  A r s e n i t e  a n d  
A r s e n a t e  R e s i s t a n c e  i n  G l y c e r o l  G r o w n  E .  c o l i  J 5 3  ( R 7 7 3 )  
- - - .  
8 0  
U n i n d u c e d  c e l l s  w e r e  g r o w n  o v e r n i g h t  i n  C M - G l y  ( 0 . 0 5 % ) ,  h a r v e s t e d  
b y  c e n t r i f u g a t i o n  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  f r e s h  C M - G l y  a t  4 0  K l e t t  u n i t s .  
A f t e r  e x p o n e n t i a l  g r o w t h  h a d  r e s u m e d ,  a t  8 0  K l e t t  u n i t s ,  a l i q u o t s  w e r e  
r e m o v e d ,  t h e  c e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  
e i t h e r  t h e  s a m e  m e d i u m  (  O  ) ,  
i n  m e d i u m  c o n t a i n i n g  4 m M  s o d i u m  
a r s e n i t e  (  +  )~ o r  i n  m e d i u m  c o n t a i n i n g  4 m M  s o d i u m  a r s e n a t e  ( L ) .  
F o l l o w i n g  6~ h o u r s ,  a l i q u o t s  f r o m  t h e  a r s e n i t e  e x p o s e d  c u l t u r e  
w e r e  r e m o v e d ,  t h e  c e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a n d  r e s u s p e n d e d  
i n  e i t h e r  t h e  s a m e  m e d i u m ( + ) ,  o r  i n  m e d i u m  c o n t a i n i n g  4 m M  s o d i u m  
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F i g u r e  1 9 .  T h e  E f f e c t  o f  A r s e n a t e  o n  t h e  E x p r e s s i o n  o f  A r s e n a t e  
a n d  A r s e n i t e  R e s i s t a n c e  i n  G l y c e r o l  G r o w n  f .  c o l i  J 5 3  
( R 7 7 3 )  
8 2  
U n i n d u c e d  c e l l s  w e r e  g r o w n  o v e r n i g h t  i n  C M - G l y  ( 0 . 0 5 % ) ,  h a r v e s t e d  
b y  c e n t r i f u g a t i o n  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  f r e s h  C M - G l y  a t  4 0  K l e t t  u n i t s .  
A f t e r  e x p o n e n t i a l  g r o w t h  h a d  r e s u m e d ,  a t  8 0  K l e t t  u n i t s ,  a l i q u o t s  w e r e  
r e m o v e d ,  t h e  c e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  
e i t h e r  t h e  s a m e  m e d i u m  (  0  )  ,  ·  i n  m e d i u m  c o n t a i n i n g  4 m M  s o d i u m  
a r s e n a t e ( + ) ,  o r  i n  m e d i u m  c o n t a i n i n g  4 m t 1  s o d i u m  a r s e n i t e  ( . 6 . ) .  
F o i l o w i n g  6~ h o u r s ,  a l i q u o t s  f r o m  t h e  a r s e n a t e  e x p o s e d  c u l t u r e  w e r e  
r e m o v e d ,  t h e  c e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  
e i t h e r  t h e  s a m e  m e d i u m (  . •  )  o r  i n  m e d i u m  c o n t a i n i n g  4 m M  s o d i u m  a r s e n i t e  
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F i g u r e  2 0 .  T h e  E f f e c t  o f  A r s e n i t e  o n  t h e  E x p r e s s i o n  o f  A r s e n i t e  a n d  
A r s e n a t e  R e s i s t a n c e  i n  G l u c o s e  G r o w n  , ; _ .  c o l i  J 5 3  ( R 7 7 3 )  
8 4  
U n i n d u c e d  c e l l s  w e r e  g r o w n  o v e r n i g h t  i n  C M - G l u  ( 0 . 0 5 % ) ,  h a r v e s t e d  
b y  c e n t r i f u g a t i o n  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  f r e s h  C M - G l u  a t  4 0  K l e t t  u n i t s .  
A f t e r  e x p o n e n t i a l  g r o w t h  h a d  r e s u m e d ,  a t  8 0  K l e t t  u n i t s , .  a l i q u o t s  w e r e  
r e m o v e d ,  t h e  c e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  
e i t h e r  t h e  s a m e  m e d i u m  {  6 .  ) ,  i n  m e d i u m  c o n t a i n i n g  5 m M  s o d i u m  a r s e n i t e  
( . & ) , o r  i n  m e d i u m  c o n t a i n i n g  2 0 0 m M  s o d i u m  a r s e n a t e  (  •  ) .  F o l l o w i n g  
~hours, a l i q u o t s  f r o m  t h e  a r s e n i t e  e x p o s e d  c u l t u r e  w e r e  r e m o v e d ,  
t h e  c e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  m e d i u m  
c o n t a i n i n g  e i t h e r  l O m M  s o d i u m  a r s e n i t e  (  D  ) ,  o r  2 0 0 m M  s o d i u m  a r s e n a t e  
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F i g u r e  2 1 .  T h e  E f f e c t  o f  A r s e n a t e  o n  t h e  E x p r e s s i o n  · o f  A r s e n a t e  
a n d  A r s e n i t e  R e s i s t a n c e  i n  G l u c o s e  G r o w n  E .  c o l i  J 5 3  
( R 7 7 3 )  
8 6  
U n i n d u c e d  c e l l s  w e r e  g r o w n  o v e r n i g h t  i n  C M - G l u  ( 0 . 0 5 % ) ,  h a r v e s t e d  
b y  c e n t r i f u g a t i o n  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  f r e s h  C M - G l u  a t  4 0  K l e t t  u n i t s .  
A f t e r  e x p o n e n t i a l  g r o w t h  h a d  r e s u m e d ,  a t  8 0  K l e t t  u n i t s ,  a l i q u o t s  w e r e  
r e m o v e d ,  t h e  c e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  
e i t h e r  t h e  s a m e  m e d i u m  (  6 .  ) ,  i n  m e d i u m  c o n t a i n i n g  l O m M  s o d i u m  a r s e n a t e  
( · • ) , o r  i n  m e d i u m  c o n t a i n i n g  6 m M  s o d i u m  a r s e n i t e  (  D  ) .  F o l l o w i n g  
~hours, a l i q u o t s  f r o m  t h e  a r s e n a t e  e x p o s e d  c u l t u r e  w e r e  r e m o v e d ;  t h e  
c e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  e i t h e r  t h e  
s a m e  m e d i u m  ( A ) ,  i n  m e d i u m  c o n t a i n i n g  2 0 0 m M  s o d i u m  a r s e n a t e  (  O  ) ,  o r  
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i n  a r s e n i t e ,  e v e n  a t  _ h i g h e r  l e v e l s ,  b u t  n o t  f o r  g r o w t h  i n  a r s e n a t e .  
F i g u r e  2 1  s h o w s  t h a t  p r e g r o w t h  i n  a r s e n a t e  i n d u c e s  t h e  c e l l s  f o r  g r o w t h  
i n  a r s e n a t e ,  a g a i n  a t  h i g h e r  l e v e l s ,  a n d  f o r  g r o w t h  i n  a r s e n i t e  a s  
w e l l .  
T h e  r e s u l t s  o f  t h e s e  i n d u c t i o n  e x p e r i m e n t s  s u g g e s t  t h a t  t h e  
m e c h a n i s m s  o f  r e g u l a t i o n  a n d  r e s i s t a n c e  t o  a r s e n i t e  a n d  a r s e n a t e  
a r e  d i f f e r e n t .  
A  p o s s i b l e  m e c h a n i s m  b y  w h i c h  i n d u c t i o n  o f  a r s e n i c  r e s i s t a n c e  
c o u l d  o c c u r  i s  b y  a n  i n c r e a s e  i n  g e n e  c o p y  n u m b e r  t h r o u g h  p l a s m i d  
a m p l i f i c a t i o n .  T h i s  i s  k n o w n  t o  o c c u r  d u r i n g  t h e  i n d u c t i o n  o f  
c h l o r a m p h e n i c o l  r e s i s t a n c e  i n  t h e  P r o t e u s  p l a s m i d  N R l  ( 2 0 ) .  I n  t h i s  
s y s t e m ,  f o l l o w i n g  c h a l l e n g e  w i t h  i n h i b i t i n g  c o n c e n t r a t i o n s  o f  c h l o r a m -
p h e n i c o l ,  t h a t  p o r t i o n  o f  t h e  p l a s m i d  w h i c h  c a r r i e s  t h e  r e s i s t a n c e  
d e t e r m i n a n t s  e x c i s e s  f r o m  t h e  r e m a i n d e r  o f  t h e  p l a s m i d  ( t h e  r e s i s t a n c e  
t r a n s f e r  f a c t o r ) ,  r e p l i c a t e s  n u m e r o u s  t i m e s ,  a n d  t h e n  r e i n t e g r a t e s  
f o r m i n g  s e v e r a l ,  l a r g e r  p l a s m i d s .  T h e  p r o c e s s ,  c a l l e d  "transitioning"~ 
m a y  i n c r e a s e  t h e  g e n e  c o p y  n u m b e r  t o  a s  m a n y  a s  5 0  p e r  c e  1 1  •  
I  h y p o t h e s i z e d  t h a t  t h i s  p r o c e s s  m i g h t  o c c u r  i n  t h e  a r s e n i c  
r e s i s t a n c e  p l a s m i d  R 7 7 3 .  I n  o r d e r  t o  d e t e c t  t r a n s i t i o n i n g ,  I  c h o s e  
t o  e x a m i n e  t h e  i n d u c t i o n  o f  t e t r a c y c l i n e  r e s i s t a n c e ,  a l s o  d e t e r m i n e d  
b y  t h e  p l a s m i d  R 7 7 3 ,  f o l l o w i n g  e x p o s u r e  o f  t h e  c e l l s  t o  a r s e n i t e .  I  
.  
h y p o t h e s i z e d  t h a t  i f  t h e  p l a s m i d  r e s i s t a n c e  d e t e r m i n a n t s  i n c r e a s e d  i n  
c o p y  n u m b e r ,  t h e  l a g  p h a s e ,  k n o w n  t o  o c c u r  f o l l o w i n g  e x p o s u r e  t o  
t e t r a c y c l i n e ,  w o u l d  b e  r e d u c e d .  A  s i m i l a r  p h e n o m e n o n  c a n  b e  
d e m o n s t r a t e d  f o r  s t r e p t o m y c i n  f o l l o w i n g  e x p o s u r e  o f  t h e  P r o t e u s  p l a s m i d  
N R l  t o  c h l o r a m p h e n i c o l  ( 1 1 ) .  
--~--~·-~-·---~=-~~ti-••-··-·~··-··~-· - - • 4 • • - ·  ~-· > • •  n  ¥·•-~H•·&• · - · - ·~-· -.--~·--· - O · • •  •  •  <  '<-·-~-·->'~ •  ~H4 · · - · - ·  - ·  -~,_ . ,  
F i g u r e  2 2  s h o w s  t h e  l a g  p h a s e s  e x p e r i e n c e d  b y  J 5 3  ( R 7 7 3 )  u p o n  
e x p o s u r e  t o  V q r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t e t r a c y c l i n e .  T h e  b e h a v i o r  o f  
t h e  c e l l s  d u r i n g  i n d u c t i o n  o f  r e s i s t a n c e  t o  5 0  ~g/ml t e t r a c y c l i n e  
f o l l o w i n g  t h e  c o m p l e t e  i n d u c t i o n  o f  t h e  a r s e n i t e  r e s i s t a n c e  s y s t e m  
8 9  
i s  s h o w n  i n  F i g u r e  2 3 .  T h e  r e s u l t s  i n d i c a t e  t h a t  i n d u c t i o n  o f  a r s e n i t e  
r e s i s t a n c e  h a s  n o  e f f e c t  o n  t h e  i n d u c t i o n  o f  t e t r a c y c l i n e  r e s i s t a n c e ,  
a n d  t h u s  p r o b a b l y  d o e s  n o t  i n v o l v e  a n  i n c r e a s e - i n  g e n e  c o p y  n u m b e r .  
W h i l e  s t u d y i n g  t h e  e f f e c t s  o f  a r s e n i t e  a n d  a r s e n a t e  o n  t h e  i n d u c t i o n  
o f  t h e s e  r e s i s t a n c e  s y s t e m s ,  I  o b s e r v e d  t h a t  e x p o s u r e  o f  J 5 3  ( R 7 7 3 )  t o  
a  n o n - i n h i b i t i n g  i n d u c i n g  s t i m u l u s  ( l m M  a r s e n i t e )  w o u l d  e l i m i n a t e  t h e  
l a g  p h a s e  w h e n  s u b c u l t u r e d  i n  m e d i u m  c o n t a i n i n g  l O m M  a r s e n i t e .  B e c a u s e  
o f  t h i s ,  I  d e c i d e d  t o  e x a m i n e  t h e  k i n e t i c s  o f  t h e  i n d u c t i o n  p r o c e s s .  
I n  t h i s  e x p e r i m e n t ,  u n i n d u c e d  c e l l s  w e r e  e x p o s e d  t o  l m M  a r s e n i t e  
f o r  v a r i o u s  t i m e s  f o l l o w e d  b y  s u b c u l t u r i n g  i n t o  m e d i u m  c o n t a i n i n g  l O m M  
a r s e n i t e .  I t  w a s  a s s u m e d  t h a t  i n  o r d e r  t o  g r o w  e x p o n e n t i a l l y  i n  m e d i u m  
c o n t a i n i n g  l O m M  a r s e n i t e ,  i n d u c t i o n  o f  t h e  r e s i s t a n c e  s y s t e m  m u s t  b e  
c o m p l e t e ,  o r  a t  l e a s t  n e a r  c o m p l e t i o n .  A s  s h o w n  i n  F i g u r e  2 4 ,  e x p o s u r e  
o f  J 5 3  ( R 7 7 3 )  t o  l O m M  a r s e n i t e  w i t h o u t  p r i o r  e x p o s u r e  t o  a r s e n i t e  
c a u s e s  t h e  c e l l s  t o  e x p e r i e n c e  a  l a g  p h a s e  o f  6  t o  8  h o u r s .  H o w e v e r ,  
e x p o s u r e  o f  t h e  c e l l s  t o  l m M  a r s e n i t e  f o r  I P  m i n u t e s  s h o r t e n e d  t h e  
l a g  p h a s e  t o  3 h o u r s ,  a n d  e x p o s u r e  f o r  1 5  m i n u t e s  e l i m i n a t e d  t h e  l a g  
p h a s e  w h e n  s u b c u l t u r e d  i n t o  m e d i u m  c o n t a i n i n g  l O m M  a r s e n i t e .  
T h e  t i m e  p e r i o d  r e q u i r e d  f o r  i n d u c t i o n  o f  a r s e n i t e  r e s i s t a n c e  
s e e m e d  s o m e w h a t  s h o r t  f o r  t h e  p r o c e s s  t o  i n v o l v e  t h e  s y n t h e s i s  o f  
n e w  pro~eins. A  d i f f e r e n t  m e c h a n i s m  w h i c h  m i g h t  a c c o u n t  f o r  t h i s  
r a p i d  i n d u c t i v e  p r o c e s s  w o u l d  b e  s o m e  s o r t  o f  c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e s  
o r  m o d i f i c a t i o n s  o f  p r e - e x i s t i n g  p r o t e i n s .  
9 ( }  
F i g u r e  2 2 .  T h e  E f f e c t  o f  T e t r a c y c l i n e  C o n c e n t r a t i o n  o n  G l u c o s e  G r o w n  
~· c o l i  J 5 3  ( R 7 7 3 )  
U n i n d u c e d  c e l l s  w e r e  g r o w n  o v e r n i g h t  i n  C M - G l u  ( 0 . 0 5 % ) ,  h a r v e s t e d  
b y  c e n t r i f u g a t i o n  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  f r e s h  C M - G l u  a t  4 0  K l e t t  u n i t s .  
A f t e r  e x p o n e n t i a l  g r o w t h  h a d  r e s u m e d ,  a t  8 0  K l e t t  u n i t s ,  a l i q u o t s  w e r e  
r e m o v e d ,  t h e  c e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  
t h e  s a m e  m e d i u m  c o n t a i n i n g  t h e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t e t r a c y c l i n e  i n d i c a t e d .  
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F i g u r e  2 3  •  T h e  E f f e c t  o f  A r s e n i  t e  o n  t h e  E x p r e s s i o n  o f  T e t r a c y c l i n e  
R e s i s t a n c e  i n  G l u c o s e  G r o w n  _ ; _ .  c o l i  J 5 3  ( R 7 7 3 )  
C e l l s  w e r e  g r o w n  o v e r n i g h t  i n  C M - G l u  ( 0 . 0 5 % )  p l u s  e i t h e r  l O m M  
s o d i u m  a r s e n i t e  o r  5 0  ~g/ml t e t r a c y c l i n e .  T h e  c e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  
b y  c e n t r i f u g a t i o n  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  s i m i l a r  m e d i a  a t  4 0  K l e t t  u n i t s .  
A f t e r  e x p o n e n t i a l  g r o w t h  h a d  r e s u m e d ,  a t  8 0  K l e t t  u n i t s ,  a l i q u o t s  
f r o m  b o t h  c u l t u r e s  w e r e  r e m o v e d ,  a n d  t h e  c e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  b y  
c e n t r i f u g a t i o n .  T h e  a r s e n i t e  i n d u c e d  c e l l s  w e r e  r e s u s p e n d e d  a t  
2 0  K l e t t  u n i t s  i n  e i t h e r  t h e  s a m e  m e d i u m  (  O  ) ,  o r  i n  m e d i u m  
c o n t a i n i n g  5 0  ~g/ml t e t r a c y c l i n e  (  •  )  • .  T h e  t e t r a c y c l i n e  i n d u c e d  
c e l l s  w e r e  r e s u s p e n d e d  a t  2 0  K l e t t  u n i t s  i n  e i t h e r  t h e  s a m e  m e d i u m  
( [ ] ) , o r  i n  m e d i u m  c o n t a i n i n g  l O m M  s o d i u m  a r s e n i t e  (  •  ) .  
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(SJ4) 3V'Jll 





















l l l j "  ·-----~---· -------li<l'-----·i'~-··~~-!"!----P'~~(io"l'·t>!ti"'ttl"'-tt-ti.<t•tti-1<-· ~-----~-,.. . , _  . . . . .  ---H?·-'f<--'1..:~~--'l'-*fll!Mi!lf-"'i'I " f ' k t l ! - ' i '  -""!t~""l~'li i i ' t • - ' i - - - - · - ·  - : l l r * G - i _ , , _  . . . .  t ' I  . . .  , , , - ! O ! " _ i - , , . _ , - . . . .  - - I '  ~.,.-QI_ 
1  
J .  
I  
9 4  
F i g u r e  2 4 .  T i m e  C o u r s e  f o r  t h e  E x p r e s s i o n  o f  A r s e n i t e  R e s i s t a n c e  i n  
G l u c o s e  G r o w n  £ .  c o l i  J 5 3  ( R 7 7 3 )  
U n i n d u c e d  c e l l s  w e r e  g r o w n  o v e r n i g h t  i n  C M - G l u  ( 0 . 0 5 % ) ,  h a r v e s t e d  
b y  c e n t r i f u g a t i o n  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  f r e s h  C M - G l u  a t  4 0  K l e t t  u n i t s .  
A f t e r  e x p o n e n t i a l  g r o w t h  h a d  r e s u m e d ,  a t  8 0  K l e t t  u n i t s ,  t h e  c u l t u r e  w a s  
s p l i t  i n t o  t w o  p a r t s .  O n e  p a r t  w a s  m a d e  l m M  s o d i u m  a r s e n i t e  a t  2 0  
K l e t t  u n i t s  ( [ ] ) , w h i l e  t h e  o t h e r  w a s  m a d e  l O m M  s o d i u m  a r s e n i t e  a t  2 0  
K l e t t  u n i t s  ( . A ) .  F o l l o w i n g  e x p o s u r e  t o  t h e  n o n - i n h i b i t i n g  i n d u c i n g  
s t i m u l u s  ( l m M  a r s e n i t e )  f o r  t h e  t i m e s  i n d i c a t e d ,  a l i q u o t s  w e r e  r e m o v e d  
a n d  r e s u s p e n d e d  i n  l O m M  s o d i u m  a r s e n i t e .  
1 0 0 0  
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I n  o r d e r  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  o r  n o t  p r o t e i n  s y n t h e s i s  w a s  r e q u i r e d  
f o r  t h e  i n d u c t i o n  o f  a r s e n i t e  r e s i s t a n c e ,  a d v a n t a g e  w a s  t a k e n  o f  t h e  f a c t  
t h a t  J 5 3  ( R 7 7 3 )  i s  a u x o t r o p h i c  f o r  p r a l i n e  a n d  m e t h i o n i n e .  I n  t h i s  
e x p e r i m e n t  ( F i g u r e  2 5 ) ,  e x p o n e n t i a l  p h a s e  c e l l s  w e r e  e x p o s e d  t o  a  
n o n - i n h i b i t i n g  i n d u c i n g  s t i m u l u s  ( l m M  a r s e n i t e )  b o t h  i n  t h e  p r e s e n c e  a n d  
t h e  a b s e n c e  o f  t h e  r e q u i r e d  a m i n o  a c i d s  f o r  1 / 2  h o u r .  F i g u r e  2 4  s h o w s  
t h a t  t h e  c e l l s  a r e  c o m p l e t e l y  i n d u c e d  f o r  r e s i s t a n c e  t o  l O m M  a r s e n i t e  
b y  t h i s  t i m e .  F o l l o w i n g  e x p o s u r e  t o  t h e  i n d u c . i n g  s t i m u l u s ,  t h e  c e l l s  a r e  
c h a l l e n g e d  w i t h  l O m M  a r s e n i t e .  A s  s h o w n  i n  F i g u r e  2 5 ,  s t a r v a t i o n  o f  t h e  
r e q u i r e d  a m i n o  a c i d s  p r e v e n t s  t h e  i n d u c t i o n  o f  t h e  a r s e n i t e  r e s i s t a n c e  
s y s t e m .  T h e s e  r e s u l t s  i n d i c a t e  t h a t  a m i n o  a c i d s ,  a n d  p r e s u m a b l y  p r o t e i n  
s y n t h e s i s ,  a r e  r e q u i r e d  f o r  t h e  i n d u c t i o n  o f  a r s e n i t e  r e s i s t a n c e .  
. . . .  ....--.--.~~'?"l""''I<'""'- ,...---------~----
9 7  
F i g u r e  2 5 .  A m i n o  A c i d  R e q u i r e m e n t  f o r  E x p r e s s i o n  o f  A r s e n i t e  R e s i s t a n c e  
in~· c o l i  J 5 3  ( R 7 7 3 )  
U n i n d u c e d  c e l l s  w e r e  g r o w n  o v e r n i g h t  i n  C M - G l u  ( 0 . 0 5 % ) ,  h a r v e s t e d  
b y  c e n t r i f u g a t i o n  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  f r e s h  C M - G l u  a t  4 0  K l e t t  u n i t s .  
A f t e r  e x p o n e n t i a l  g r o w t h  h a d  r e s u m e d ,  a t  8 0  K l e t t  u n i t s ,  a l i q u o t s  w e r e  
r e m o v e d ,  t h e  c e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  
e i t h e r  t h e  s a m e  c o m p l e t e  m e d i u m  p l u s  l O m M  s o d i u m  a r s e n i t e  ( + ) , o r  i n  
m e d i u m  l a c k i n g  t h e  r e q u i r e d  a m i n o  a c i d s .  A f t e r  1 5  m i n u t e s  o f  a m i n o  
a c i d  s t a r v a t i o n ,  t h e  l a t t e r  c u l t u r e  w a s  s p l i t  i n t o  t w o  p a r t s  a n d  t h e  
c e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n .  T h e  f i r s t  p a r t  w a s  r e s u s p e n d e d  
i n  c o m p l e t e  m e d i u m  p l u s  l m M  s o d i u m  a r s e n i t e  (  •  ) .  T h e  s e c o n d  p a r t  w a s  
r e s u s p e n d e d  i n  m e d i u m  c o n t a i n i n g  l m M  s o d i u m  a r s e n i t e ,  b u t  l a c k i n g  t h e  
r e q u i r e d  a m i n o  a c i d s  (  6 .  ) .  F o l l o w i n g  3 0  m i n u t e s  i n c u b a t i o n ,  a t  t h e  
t i m e s  i n d i c a t e d  b y  a r r o w  #
1
s  1  a n d  2  r e s p e c t i v e l y ,  t h e  c e l l s  f r o m  b o t h  
c u l t u r e s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  l m M  s o d i u m  a r s e n i t e . w e r e  h a r v e s t e d  b y  
c e n t r i f u g a t i o n  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  c o m p l e t e  m e d i u m  p l u s  l O m M  s o d i u m  
a r s e n i t e .  
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P r o t e c t i o n  o f  P i t ,  G l p T  a n d  U h p T  f r o m  A r s e n a t e  U p t a k e  b y  R 7 7 3  
A s  d i s c u s s e d  i n  t h e  I n t r o d u c t i o n  t h e r e  a r e  f o u r  a c t i v e  u p t a k e  
s y s t e m s  ( P s t ,  P i t ,  G l p T  a n d  U h p T )  w h i c h  t r a n s p o r t  p h o s p h a t e  i n  E .  c o l i .  
T h r e e  o f  t h e s e  s y s t e m s  ( P i t ,  G l p T  a n d  U h p T )  f a i l  t o  d i s c r i m i n a t e  
b e t w e e n  p h o s p h a t e  a n d  i t s  t o x i c  a n a l o g ,  a r s e n a t e .  O n e  o f  t h e s e  s y s t e m s  
( P i t )  o p e r a t e s  c o n s t i t u t i v e l y  a n d  i s  t h e  p r i m a r y  p h o s p h a t e  u p t a k e  s y s t e m .  
T h e  P s t  s y s t e m ,  w h i c h  e f f e c t i v e l y  d i s c r i m i n a t e s  b e t w e e n  p h o s p h a t e  a n d  
a r s e n a t e ,  i s  i n d u c e d  b y  l i m i t i n g  p h o s p h a t e  c o n d i t i o n s .  T h e  G l p T  a n d  
U h p T  s y s t e m s . a r e  i n d u c i b l e  b y  g r o w t h  u t i l i z i n g  g l y c e r o l  a n d  g l u c o s e  - 6  -
p h o s p h a t e  a s  c a r b o n  s o u r c e s ,  r e s p e c t i v e l y .  
T h i s  s t u d y  r e p r e s e n t s  a  s e r i e s  o f  e x p e r i m e n t s  d e s i g n e d  t o  a n s w e r  
t h r e e  q u e s t i o n s  w i t h  r e s p e c t  t o  a r s e n a t e  resist~nce i n  J 5 3  ( R 7 7 3 ) .  
T h e  f i r s t  q u e s t i o n  i s  w h e t h e r  i t  i s  t h e  P i t  o r  t h e  P s t  s y s t e m  w h i c h  i s  
i n  o p e r a t i o n  i n  g l u c o s e  g r o w n  c e l l s  d u r i n g  e x p o s u r e  t o  a r s e n a t e .  T h i s  
~xperiment w a s  u n d e r t a k e n  i n  o r d e r  t o  e l i m i n a t e  a  p o s s i b l e  m e c h a n i s m  o f  
a r s e n a t e  r e s i s t a n c e .  I f  t h e  p l a s m i d  w e r e  t o  e f f e c t  r e p r e s s i o n  o f  t h e  
P i t  s y s t e m ,  g l u c o s e  g r o w n  c e l l s  w o u l d  b e  r e s i s t a n t  t o  a r s e n a t e  b y  
v i r t u e  o f  t h e  f a c t  t h a t  t h e  P s t  s y s t e m  w o u l d  b e  i n  o p e r a t i o n  u n d e r  
t h e s e  c o n d i t i o n s .  A s  m e n t i o n e d  a b o v e ,  t h i s  s y s t e m  e f f e c t i v e l y  
d i s c r i m i n a t e s  b e t w e e n  p h o s p h a t e  a n d  a r s e n a t e .  T h e  s e c o n d  q u e s t i o n  i s  
w h e t h e r  o r  n o t  t h e  p l a s m i d  p r o v i d e s  p r o t e c t i o n  f r o m  a r s e n a t e  a c c u m u l a t i o n  
t h r o u g h  t h e  G l p T  s y s t e m  d u r i n g  g r o w t h  u t i l i z i n g  g l y c e r o l  a s  t h e  c a r b o n  
s o u r c e . ·  T h e  t h i r d  q u e s t i o n  i s  w h e t h e r  o r  n o t  t h e  p l a s m i d  p r o v i d e s  
p r o t e c t i o n  f r o m  a r s e n a t e  a c c u m u l a t i o n  t h r o u g h  t h e  U h p T  s y s t e m  d u r i n g  
g r o w t h  u t i l i z i n g  g l u c o s e  - 6  - p h o s p h a t e  a s  t h e  c a r b o n  s o u r c e .  B e f o r e  
t h e s e  l a s t  t w o  q u e s t i o n s  c a n  b e  a n s w e r e d ,  h o w e v e r ,  i t  m u s t  b e  d e m o n s t r a t e d  
t h a t  t h e  G l p T  a n d  U h p T  s y s t e m s  · w i l l  a c c u m u l a t e  s u f f i c i e n t  a r s e n a t e  
t o  i n h i b i t  t h e  g r o w t h  o f  a  p l a s m i d - f r e e ,  p i t - s t r a i n  w h e n  g r o w n  
u t i l i z i n g  g l y c e r o l  a n d  g l u c o s e  - 6  - p h o s p h a t e  a s  c a r b o n  s o u r c e s .  
1 0 0  
I .  I d e n t i f i c a t i o n  o f  P h o s p h a t e  U p t a k e  S y s t e m  O p e r a t i n g  i n  
G l u c o s e  G r o w n  J 5 3  ( R 7 7 3 ) .  I n  o r d e r  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  i t  i s  t h e  P i t  
o r  t h e  P s t  s y s t e m  w h i c h  i s  f u n c t i o n i n g  i n  g l u c o s e  g r o w n · J 5 3  ( R 7 7 3 ) ,  
a d v a n t a g e  w a s  t a k e n  o f  t h e ·  f a c t  t h a t  t h e  P s t  s y s t e m  a n d  t h e  p e r i p l a s m i c  
p r o t e i n ,  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e ,  a r e  c o - r e g u l a t e d  ( 3 4 ) .  T h i s  e n z y m e  
i s  a b l e  t o  p r o v i d e  c e l l s  w i t h  a  s o u r c e  o f  p h o s p h a t e  b y  h y d r o l y z i n g  
o r g a n i c  m o n o p h o s p h a t e  e s t e r s  ( i f  a v a i l a b l e )  d u r i n g  c o n d i t i o n s  o f  
i . n o r g a n i c  p h o s p h a t e  s t a r v a t i o n .  S t r a i n s  o f £ .  c o l i  w h i c h  a r e  d e p e n d e n t  
o n  t h e  P s t  s y s t e m  f o r  p h o s p h a t e  u p t a k e  a r e  s t a r v e d  f o r  p h o s p h a t e  w h e n  
g r o w n  i n  m e d i u m  c o n t a i n i n g  a r s e n a t e  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  1 0  f o l d  g r e a t e r  
t h a n  p h o s p h a t e  ( 3 7 ) .  U n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s ,  t h e  P s t  s y s t e m  a n d  
a l k l a l i n e  p h o s p h a t a s e  a r e  d e r e p r e s s e d  a b o v e  b a s a l  l e v e l s .  
C u l t u r e s  o f  g l u c o s e  g r o w n  J 5 3  ( R 7 7 3 )  w e r e  e x a m i n e d  f o r  t h e i r  r e l a t i v e  
a l k a l i n e  p h o s p h a t & s e  a c t i v i t i e s  u n d e r  c o n d i t i o n s  o f  e x c e s s  p h o s p h a t e ,  e x c e s s  
p h o s p h a t e  p l u s  l O m M  a r s e n a t e  ( r a t i o  o f  a r s e n a t e  t o  p h o s p h a t e  =  r o u g h l y  
1 0 / 1 ) ,  a n d  l i m i t i n g  p h o s p h a t e .  A s  a  c o n t r o l  f o r  w i l d  t y p e  a l k a l i n e  
p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y ,  c u l t u r e s  o f  g l u c o s e  g r o w n  J 5 3  S p c r  w e r e  e x a m i n e d  
u n d e r  c o n d i t i o n _ s  o f  e x c e s s  a n d  1  i m i t i n g  p h o s p h a t e .  
A s  s h o w n  i n  T a b l e  I V ,  t h e  a c t i v i t y  o f  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  i n  
J 5 3  ( R 7 7 3 )  u n d e r  c o n d i t i o n s  o f  e x c e s s  o r  l i m i t i n g  p h o s p h a t e  a r e  
c o m p a r a b l e  t o  J 5 3  S p c r .  I n  a d d i t i o n  ,  t h e  p r e s e n c e  o f  l O m M  a r s e n a t e  
f n  c u l t u r e s  o f  J 5 3  ( R 7 7 3 ) ,  w h i c h  r e s u l t s  i n  c o m p l e t e  i n d u c t i o n  o f  t h e  
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p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y .  
A l t h o u g h  t h e s e  r e s u l t s  d o  n o t  p r o v i d e  d i r e c t  e v i d e n c e  o f  t h e  
u p t a k e  s y s t e m  f u n c t i o n i n g  i n  g l u c o s e  g r o w n  J 5 3  ( R 7 7 3 ) ,  t h e y  d o  p r o v i d e  
s t r o n g i n d i r e c t  e v i d e n c e  t h a t  t h e  P i t  u p t a k e  s y s t e m  i s  f u n c t i o n a l  b o t h  
i n  t h e  p r e s e n c e  a n d  a b s e n c e  o f  a r s e n a t e .  
I I .  S e l e c t i o n  a n d  C h a r a c t e r i z a t i o n  o f  J 5 3  S p c r A s a r .  I n  o r d e r  
t o  d e m o n s t r a t e  a c c u m u l a t i o n  o f  a r s e n a t e  b y  t h e  G l p T  a n d  U h p T  s y s t e m s ,  
t h e  c o n s t i t u t i v e  p h o s p h a t e  u p t a k e  s y s t e m ,  P i t ,  m u s t  b e  r e n d e r e d  i n a c t i v e .  
I n  o r d e r  t o  a c c o m p l i s h  t h i s ,  a n  a r s e n a t e  r e s i s t a n t  m u t a n t  o f  a  S p c r  
.  
d e r i v a t i v e  o f  J 5 3 ,  J 5 3  S p c r A s a r ,  w a s  s e l e c t e d  o n  m i n i m a l  g l u c o s e  
m e d i u m  c o n t a i n i n g  5 0 m M  a r s e n a t e .  B e c a u s e  t h i s  m u t a t i o n  w a s  s e l e c t e d  
f o r  o n  g l u c o s e  m e d i u m ,  t h e  m u t a t i o n  w h i c h  c o n f e r s  a r s e n a t e  r e s i s t a n c e  
i s  p r o b a b l y  p i t - .  A l t h o u g h  t h i s  m u t a t i o n  w a s  n o t  v e r i f i e d  u s i n g  
g e n e t i c  m a p p i n g  t e c h n i q u e s ,  i t  h a s  b e e n  s h o w n  r e p e a t e d l y  t h a t  i t  i s  
t h e  m u t a t i o n  m o s t  l i k l e y  t o  b e  i s o l a t e d  u n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s  (~5,37). 
I n d i r e c t  p r o o f  t h a t  t h e  m u t a t i o n  i s  i n d e e d  p i t - i n  J 5 3  S p c r A s a r  i s  
p r o v i d e d  b y  t h e  f a c t  t h a t  i n  t h i s  v a r i a n t ,  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  i s  
s y n t h e s i z e d  o n l y  u n d e r  p h o s p h a t e  s t a r v a t i o n  c o n d i t i o n s  ( T a b l e  I V ) .  
M u t a t i o n s  o f  t h e  P s t  s y s t e m  w h i c h  r e n d e r  i t  i n a c t i v e  t o  p h o s p h a t e  
u p t a k e  a r e  k n o w n  t o  r e s u l t  i n  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  c o n s t i t u t i v i t y  ( 3 4 ) .  
I I I .  D e m o n s t r a t i o n  o f  A r s e n a t e  A c c u m u l a t i o n  b y  G l p T .  T h e  e f f e c t  
o f  l O m M  a r s e n a t e  o n  g l y c e r o l  g r o w n  J 5 3  S p c r A s a r  i s  s h o w n  i n  F i g u r e  2 6 B .  
F o l l o w i n g  e x p o s u r e  t o  l O m M  a r s e n a t e ,  g r o w t h  o f  t h e  c e l l s  i s  c o m p l e t e l y  
i n h i b i t e d .  T h i s  i s  s t r o n g  e v i d e n c e  t h a t  a r s e n a t e  i s  a c c u m u l a t e d  b y  
t h t s  u p t a k e  s y s t e m .  
)  .  
F i g u r e  2 6  •  T h e  E f f e c t  o f  A r s e n a t e  o n  I n d u c e d  G l  p T  a n d  U h p T  S y s t e m s  
i n  E .  c o l i  J 5 3  s p c r  A s a r  
- - -
C e l l s  w e r e  g r o w n  o v e r n i g h t  i n  C M  ( 0 . 0 5 %  c a r b o n  s o u r c e ) ,  
h a r v e s t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  f r e s h  C M  a t  4 0  K l e t t  
u n i : t s .  A f t e r .  e x p o n e n t i a l  g r o w t h  h a d  r e s u m e d ,  a t  8 0  K l e t t  u n i t s ,  
a l i q u o t s  w e r e  r e m o v e d ,  t h e  c e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  
a n d  r e s u s p e n d e d  a t  2 0  K l e t t  u n i t s  i n  e i t h e r  t h e  s a m e  m e d i u m  (  •  ) ,  
i n  m e d i u m  c o n t a i n i n g  l O m M  s o d i u m  a r s e n a t e  ( . & . ) , o r  i n  m e d i u m  
c o n t a i n i n g  5 0 m M  s o d i u m  a r s e n a t e  ( · •  )  a s  i n d i c a t e d .  C a r b o n  s o u r c e s  
u t i l i z e d  a  r e :  
A .  G l u c o s e  
B .  G l y c e r o l  
C .  G l u c o s e  - 6  - P h o s p h a t e  
1 0 3  
(S.J4) 3V'J 11 
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I V .  D e m o n s t r a t i o n  o f  A r s e n a t e · A c c u m u l a t i o n  b y  U h p T .  T h e  e f f e c t  
o f  a r s e n a t e  o n  g l u c o s e  - 6  - phosphat~ g r o w n  J 5 3  S p c r A s a r  i s  s h o w n  
i n  F i g u r e  2 6 C .  Follow~ng e x p o s u r e  t o  l O m M  a r s e n a t e ,  t h e  g r o w t h  r a t e  
o f  t h e  c e l l s  i s  r e d u c e d  b y  a b o u t  1 0 % ,  a n d  e x p o s u r e  t o  5 0 m M  a r s e n a t e  
r e d u c e s  t h e  g r o w t h  r a t e  b y  6 0 % .  
B e c a u s e  t h e  g r o w t h  r a t e  r e d u c t i o n  o f  g l u c o s e  - 6  - p h o s p h a t e  
g r o w n  J 5 3  S p c r A s a r  f o l l o w i n g  e x p o s u r e  t o  a r s e n a t e  i s  n o t  c o n s i s t e n t  
1 0 5  
w i t h  d a t a  r e p o r t e d  i n  t h e  l i t e r a t u r e  f o r  a  p i t - s t r a i n  u n d e r  s i m i l a r  
c o n d i t i o n s  ( 5 ) ,  t h r e e  e x p l a n a t i o n s  w e r e  e x a m i n e d .  F i r s t ,  i t  i s  p o s s i b l e  
t h a t  t h e  U h p T  s y s t e m  i n  J 5 3  S p c r A s a r  i s  a b l e  t o  m o r e  e f f e c t i v e l y  
d i s c r i m i n a t e  b e t w e e n  p h o s p h a t e  a n d  a r s e n a t e ,  o r  i t  m a y  t a k e  u p  b o t h  
t h e s e  c o m p o u n d s  a t  s i g n i f i c a n t l y  r e d u c e s  r a t e s  c o m p a r e d  t o  o t h e r  
w i l d  t y p e  s t r a i n s  o f £ _ .  c o l i  ( 5 ) .  T o  e x a m i n e  t h i s  p o s s i b i l i t y ,  a n  
a r s e n a t e  r e s i s t a n t  m u t a n t  o f  a n o t h e r  w i l d  s t r a i n  of~· c o l i ,  W A 8 0 2 ,  
w a s  s e l e c t e d  o n  g l u c o s e  m e d i u m .  T h i s  m u t a n t  ( W A 8 0 2  R i f r A s a r )  w a s  
t e s t e d  f o r  a r s e n a t e  s e n s i t i v i t y  w h e n  g r o w n  u t i l i z i n g  g l u c o s e  - 6  -
p h o s p h a t e  a s  t h e  c a r b o n  s o u r c e  u s i n g  t h e  s a m e  m e t h o d  a s ·  t h a t  d e s c r i b e d  
f o r  J 5 3  S p c r A s a r ,  w i t h  s i m i l a r  r e s u l t s  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .  S e c o n d ,  t h e  
s e l e c t i o n  o f  J 5 3  S p c r A s a r  m a y  h a v e  r e s u l t e d  i n  a  s t r a i n  a l t e r e d  
f o r  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  r e g u l a t i o n ,  s y n t h e s i z i n g  t h e  e n z y m e  i n  
r e s p o n s e  t o  g r o w t h  u t i l i z i n g  g l u c o s e  - 6  - p h o s p h a t e  a s  t h e  c a r b o n  
s o u r c e . a  
T o  e l i m i n a t e  t h i s  h y p o t h e s i s ,  J 5 3  S p c r A s a r  w a s  t e s t e d  f o r  
a T h e  r a t i o n a l  f o r  t h i s  h y p o t h e s i s  i s  a s  f o l l o w s :  i f  a l k a l i n e  
p h o s p h a t a s e  w e r e  s y n t h e s i z e d  d u r i n g  g r o w t h  o n  G 6 P ,  t h e  e n z y m e  w o u l d  
h y d r o l y z e  t h e  G 6 P  t o  g l u c o s e  a n d  i n o r g a n i c  p h o s p h a t e .  T h e  r e s u l t i n g  
g l u c o s e  w o u l d ,  b y  c a t a b o l i t e  r e p r e s s i o n ,  r e p r e s s  t h e  s y n t h e s i s  o f  t h e  
U h p T  s y s t e m .  T h e r e f o r e ,  u n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s ,  t h e  c e l l s  i n  r e a l i t y  
w o u l d  b e  u t i l i z i n g  g l u c o s e  a s  t h e  c a r b o n  s o u r c e  a n d  n o t  G 6 P .  
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a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  d u r i n g  g r o w t h  u t i l i z i n g  g l u c o s e  -
6  - p h o s p h a t e  a s  t h e  c a r b o n  s o u r c e ,  b o t h  w i t h  . a n d  w i t h o u t  a r s e n a t e  
p r e s e n t .  T h e  r e s u l t s  ( T a b l e  I V )  i n d i c a t e  t h a t  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  
a c t i v i t y  u n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s  i s  n o r m a l .  T h e  t h i r d  p o s s i b i l i t y  
e x a m i n e d  w a s  t h e  c o n t a m i n a t i o n  o f  t h e  r e a g e n t ,  g l u c o s e  - 6  - p h o s p h a t e ,  
w i t h  g l u c o s e .  T h e  u s e  o f  r e a g e n t s  f r o m  s e v e r a l  c h e m i c a l  s o u r c e s ,  
h o w e v e r ,  p r o d u c e d .  t h e  s a m e  r e s u l t s .  I n  a l l  p r o b a b i l i t y ,  t h e  r e s i s t a n c e  
t o  a r s e n a t e  o f  t h e  U h p T  s y s t e m  i n  J 5 3  S p c r A s a r  i s  d u e  t o  a  g r e a t e r  
s p e c i f i c i t y  t o w a r d s  t h e  n o r m a l  s u b s t r a t e s  ( h e x o s e  p h o s p h a t e s )  t h a n  
t h e  s t r a i n  e x a m i n e d  b y  B e n n e t t  ( 5 ) .  T h e  r e s u l t s  d o ,  h o w e v e r ,  
s t r o n g l y  s u g g e s t  t h a t  a r s e n a t e  i s  a c c u m u l a t e d  b y  t h i s  u p t a k e  s y s t e m  
w h e n  i t  i s  p r e s e n t  i n  t h e  e x t r a c e l l u l a r  e n v i r o n m e n t  i n  h i g h  c o n c e n t r a t i · o n s .  
V .  C o n s t r u c t i o n  o f  J 5 3  S p c r A s a r  ( R 7 7 3 ) .  
I n  o r d e r  t o  d e m o n s t r a t e  
w h e t h e r  o r  n o t  t h e  p l a s m i d  p r o v i d e s  p r o t e c t i o n  f r o m  a r s e n a t e  a c c u m u l a t i o n  
t h r o u g h  G l p T  a n d  U h p T  t h e  p l a s m i d  m u s t  b e  i n t r o d J c e d  i n t o  t h e  p i t -
m u t a n t ,  J 5 3  S p c r A s a r .  T h i s  w a s  c a r r i e d  o u t  b y  c o n j u g a t i o n  o f  t h i s  
s t r a i n  w i t h  J 5 3  ( R 7 7 3 ) .  E x c o n j u g a t e s  w e r e  s e l e c t e d  w i t h  a r s e n i t e  
a n d  s p e c t i n o m y c i n  w a s  u s e d  t o  s e l e c t  a g a i n s t  t h e  d o n o r .  
V I .  D e m o n s t r a t i o n  o f  P r o t e c t i o n  f r o m  A r s e n a t e  A c c u m u l a t i o n  
t h r o u g h  G l p T  b y  R 7 7 3 .  T h e  e f f e c t  o f  l O m M  a r s e n a t e  o n  g l y c e r o l  
g r o w n  J 5 3  S p c r A s a r  ( R 7 7 3 )  i s  s h o w n  i n  F i g u r e  2 7 8 .  A l t h o u g h  t h e s e  
c e l l s  a r e  s o m e w h a t .  i n h i b i t e d  i n i t i a l l y  f o l l o w i n g  e x p o s u r e  t o  t h e  
a r s e n a t e ,  t h e y  r e c o v e r  r a p i d l y  ( c o m p a r e  t o  F i g u r e  1 6 )  a n d  e n t e r  
e x p o n e n t i a l  g r o w t h  p h a s e  i n  a b o u t  6  h o u r s .  
F i g u r e  2 7 .  T h e  E f f e c t  o f  t h e  P l a s m i d  R 7 7 3  o n  t h e  A r s e n a t e  S e n s i t i v e  
G l p T  a n d  U h p T  S y s t e m s  i n  E .  c o l i  J 5 3  S p c r  A s a r  
- - -
U n i n d u c e d  J 5 3  S p c r  A s a r  ( R 7 7 3 )  w a s  g r o w n  o v e r n i g h t  i n  C M - G l u  
( 0 . 0 5 %  c a r b o n  s o u r c e ) ,  h a r v e s t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a n d  r e s u s p e n d e d  
i n  f r e s h  C M  a t  4 0  K l e t t  u n i t s .  A f t e r  e x p o n e n t i a l  g r o w t h  h a d  r e s u m e d ,  
a t  8 0  K l e t t  u n i  t s ,  a l  i . q u o t s  w e r e  r e m o v e d ,  t h e  c e  1 1  s  w e r e  h a r v e s t e d  
b y  c e n t r i f u g a t i o n  a n d  r e s u s p e n d e d  a t  2 0  K l e t t  u n i t s  i n  e i t h e r  t h e  
s a m e  m e d i u m  (  •  )  ,  i n  m e d . i  u m  c o n t a i n i n g  l O m M  s o d i u m  a r s e n a t e  (  •  )  ,  
o r  i n  m e d i u m  c o n t a i n i n g  5 0 m M  s o d i u m  a r s e n a t e  (  I I )  a s  i n d i c a t e d  •  
C a r b o n  s o u r c e s  u t i l i z e d  a r e :  
A .  G l u c o s e  
B .  G l y c e r o  1  
C .  G l u c o s e  - 6  - P h o s p h a t e  
1 0 7  
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V I I I .  D e m o n s t r a t i o n  o f  P r o t e c t i o n  f r o m  A r s e n a t e  A c c u m u l a t i o n  
t h r o u g h  U h p T  b y  R 7 7 3 .  T h e  e f f e c t  o f  l O m M  a n d  5 0 m M  a r s e n a t e  o n  
g l u c o s e  - 6  - p h o s p h a t e  g r o w n  J 5 3  S p c r A s a r  ( R 7 7 3 )  i s  s h o w n  i n  F i g u r e  2 7 C .  
A l t h o u g h  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  a r s e n a t e  a r e  r e q u i r e d  t o  i n h i b i t  
g l u c o s e  - 6  - p h o s p h a t e  g r o w n  J 5 3  S p c r A s a r  t h a n  g l y c e r o l  g r o w n  
c e l l s ,  i t  c a n  b e  s e e n  f r o m  F i g u r e  2 7 C  t h a t  t h e  i n t r o d u c t i o n  o f  t h e  
p l a s m i d  R 7 7 3  i n t o  t h i s  s t r a i n  i n c r e a s e s  t h e  g r o w t h  r a t e  i n  5 0 m M  
a r s e n a t e  b y  n e a r l y  1 0 0 % .  
T h e  r e s u l t s  o f  t h e s e  e x p e r i m e n t s  i n d i c a t e  t h a t  e a c h  o f  t h e  u p t a k e  
s y s t e m s  c a p a b l e  o f  a c c u m u l a t i n g  a r s e n a t e  ( P i t ,  G l p T  a n d  U h p T )  i n  
sensitiv~ c e l l s ,  a l b e i t  a t  v a r y i n g  r a t e s ,  a r e  p r o t e c t e d  f r o m  a r s e n a t e  
u p t a k e  b y  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  p l a s m i d  R 7 7 3 .  
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S t u d i e s  o n  t h e  O r g a n i z a t i o n  o f  t h e  A r s e n i c  R e s i s t a n c e  G e n e s  o f  
R 7 7 3  a n d  R 4 5  
1 1 0  
I n  o r d e r  t o  g a i n  i n s i g h t  i n t o  t h e  o r g a n i z a t i o n  o f  t h e  a r s e n i c  
r e s i s t a n c e  g e n e s  i n  t h e  p l a s m i d s  R 7 7 3  a n d  ~45, a r s e n i c  s e n s i t i v e  
v a r i a n t s  w e r e  i s o l a t e d .  I n  o r d e r  t o  d o  t h i s ,  a  m e t h o d  h a d  t o  b e  
d e v i s e d  t o  i n c r e a s e  t h e  f r e q u e n c y  o f  m u t a t i o n  o v e r  t h a t  w h i c h  o c c u r s  
s p o n t a n e o u s l y .  ·  T h e  m e t h o d  u s e d  w a s  t r a n s p o s o n  i n s e r t i o n  m u t a g e n e s i s  
u s i n g  t h e  t r a n s l o c a t a b l e  g e n e t i c  e l e m e n t  T n 5 .  
T r a n s p o s o n s  a r e  u n i q u e  s e q u e n c e s  . o f  D N A  w h i c h ,  a s  d i s c r e t e  
g e n e t i c  a n d  p h y s i c a l  e n t i t i e s ,  c a n  b r i n g  a b o u t  t h e i r  o w n  t r a n s l o c a t i o n  
f r o m  o n e  s i t e  i n  t h e  b a c t e r i a l  g e n o m e  t o  a n o t h e r ,  o r  t o  a  d i f f e r e n t  
g e n o m e .  T h e s e  t r a n s l o c a t i o n s  a r e  p r o m o t e d  b y  r e c o m b i n a t i o n a l  s y s t e m s  
o t h e r  t h a n  t h o s e  r e q u i r e d  f o r  g e n e r a l i z e 9  h o m o l o g o u s  r e c o m b i n a t i o n  
i n  b a c t e r i a .  T h i s  
1 1
i l l e g i t i m a t e
1 1  
r e c o m b i n a t i o n  e n a b l e s  t r a n s p o s o n s  t o  
i n s e r t  a t  r a n d o m  w i t h i n  a  t a r g e t  D N A  s e q u e n c e ,  i . e . ,  w i t h i n  r e g i o n s  
w h i c h  a r e  n o t  h o m o l o g o u s  i n  b a s e - p a i r  s e q u e n c e  v l i t h  t h e  t r a n s p o s o n .  
W h e n  t r a n s p o s o n  i n s e r t i o n s  o c c u r  w i t h i n  g e n e s ,  t h e  r e s u l t  i s  a  c o m p l e t e  
l o s s  o f  f u n c t i o n  o f  t h e  g e n e s .  I n s e r t i o n  m u t a n t s  c a n  b e  r e c o v e r e d  a t  
h i g h  f r e q u e n c y  b e c a u s e  t r a n s p o s o n s  t y p i c a l l y  d e t e r m i n e  r e s i s t a n c e  t o  
a n  a n t i b i o t i c .  F o r  e x a m p l e ,  T n 5  d e t e r m i n e s  r e s i s t a n c e  t o  k a n a m y c i n .  
T h e  p h e n o t y p e  o f  i n s e r t i o n  m u t a t i o n s  i s  c o m p l e t e l y  l i n k e d  t o  t h e  
d r u g  r e s i s t a n c e .  
I n  o r d e r  t o  i n t r o d u c e  t h e  t r a n s p o s o n  i n t o  p l a s m i d - b e a r i n g  c e l l s  
o f ; _ .  c o l j ,  a d v a n t a g e  w a s  t a k e n  o f  a  s p e c i a l l y  c o n s t r u c t e d  b a c t e r i o p h a g e ;  
.  ) .  b 2 2 1  c l 8 5 7  r e x :  : T n 5  ( K a n )  ( 6 ) .  T h i s  p h a g e  h a s  s e v e r a l  i m p o r t a n t  
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p r o p e r t i e s  w h i c h  m a k e  i t  p a r t i c u l a r l y  s u i t a b l e  a s  a  v e c t o r  f o r  t h e  
i n t r o d u c t i o n  o f  T n 5  · i n t o £ .  c o l i  c e l l s .  F i r s t ,  i n f e c t i o n  t e c h n i q u e s  
c a n  b e  u t i l i z e d  t o  e n s u r e  t h a t  n e a r l y  a l l  c e l l s  r e c e i v e  t h e  p h a g e  
g e n o m e .  S e c o n d ,  t h e  d e l e t i o n  b 2 2 1  i n  t h i s  p h a g e ,  r e m o v e s  t h e  p h a g e  
i n t e g r a t i o n  s i t e ,  t h u s  r e n d e r i n g  t h e  p h a g e  g e n o m e  i n c a p a b l e  o f  
i n t e g r a t i n g  i n t o  t h e  b a c t e r i a l  c h r o m o s o m e  b y  A  - spec~fic m e c h a n i s m s .  
M o s t  k a n a m y c i n  r e s i s t a n t  t r a n s d u c t a n t s  (~98%) d o  n o t  c o n t a i n  a  A  
p r o p h a g e  ( 7 ) .  T h e y  a r i s e ,  t h e r e f o r e ,  b y  t h e  t r a n s p o s i t i o n  o f  t h e  
T n 5  s e g m e n t  f r o m  i t s  A  v e c t o r  t o  e i t h e r  t h e  b a c t e r i a l  c h r o m o s o m e  
o r  t o  p l a s m i d s  c a r r i e d  b y  t h e  b a c t e r i a .  T h i s  t r a n s p o s i t i o n  o c c u r s  
a t  h i g h  f r e q u e n c i e s ,  a b o u t  1 0 -
2  
t o  1 0 -
3  
p e r  i n f e c t e d  c e l l .  T h i r d ,  
t h e  t e m p e r a t u r e  s e n s i t i v e  m u t a t i o n  c 1 8 5 7  r e n d e r s  t h e  p h a g e  t h e r m a l l y  
i n d u c i b l e  f o r  i t s  l y t i c  c y c l e .  T h u s  i n f e c t e d  c e l l s  lys~ w h e n  g r o w n  
a . t  4 5 ° c  b u t  p h a g e  r e p l i c a t i o n  i s  p r e v e n t e d  w h e n  g r o w n  a t  3 0 ° c  (  6 ) .  
T h e  p h a g e  g e n o m e  i s  r a p i d l y  l o s t  f r o m  a  g r o w i n g  c u l t u r e  o f  i n f e c t e d  
£ .  c o l i  a t  3 o
0
c .  T h e  p o s s i b i l i t y  o f  o b t a i n i n g  d o u b l e  i n s e r t i o n s  i s  
v e r y  r e m o t e o  I t  i s  e s t i m a t e d  t o  b e  a p p r o x i m a t e l y  1 0 -
6  
f o r  c h r o m o s o m a l  
i n s e r t i o n s  ( 2 7 ) o  S i n c e  t h e s e  p l a s m i d s  a r e  r o u g h l y  5 0  f o l d  s m a l l e r  t h a n  
t h e  c h r o m o s o m e ,  t h e  c h a n c e  o f  o b t a i n i n g  d o u b l e  i n s e r t i o n s  w i t h i n  a  
p l a s m i d  i s  n e g l i g i b l e .  
T h e  p r o c e d u r e  u s e d  f o r  i s o l a t i n g  a r s e n i c  s e n s i t i v e  v a r i e n t s  o f  
R 7 7 3  i s  s u m m a r i z e d  i n  F i g u r e  2 8  ( s e e  M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s  f o r  d e t a i l s ) .  
T h e  c e l l s ,  J 5 3  ( R 7 7 3 ) ,  w e r e  i n f e c t e d  w i t h  A : : T n 5  f o l l o w e d  b y  o v e r n i g h t  
g r o w t h  i n  k a n a m y c i n  c o n t a i n i n g  m e d i u m  t o  e n r i c h  f o r  c e l l s  e x p r e s s i n g  
k a n a m y c i n  r e s i s t a n c e o  T h i s  e n r i c h m e n t  s e l e c t s  f o r  c e l l s  w h i c h  c a r r y  
T n 5  e i t h e r  w i t h i n  t h e  c h r o m o s o m e  o r  w i t h i n  t h e  p l a s m i d  R 7 7 3 .  I n  o r d e r  
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C L O N E S .  
1 1 4  
t o  i s o l a t e  c e l l s  w i t h  T n 5  l o c a t e d  w i t h i n  t h e  p l a s m i d ,  J 5 3  ( R 7 7 3 )  ( T n 5 )  
w a s  c o n j u g a t e d  w i t h  a n  a l t e r n a t e  J 5 3  h o s t  p r e v i o u s l y  s e l e c t e d  f o r  
s p e c t i n o m y c i h  r e s i s t a n c e .  I n  o r d e r  t o  e n s u r e  e x c o n j u g a t e s  r e c e i v e d  
p l a s m i d s  w i t h  T n 5  i n s e r t i o n s ,  a n d  t o  r e s t r i c t  t h e  p o s s i b l e  i n s e r t i o n  
s i t e s ,  s p e c t i n o m y c i n ,  k a n a m y c i n ,  s t r e p t o m y c i n  ~nd t e t r a c y c l i n e  w e r e  
a d d e d  t o  t h e  m a t i n g  m i x t u r e .  T h e  c u l t u r e  w a s  t h e n  e n r i c h e d  f o r  e x c o n -
j u g a t e s  a b l e  t o  e x p r e s s  r e s i s t a n c e  t o  t h e s e  a n t i b i o t i c s .  F o l l o w i n g  t h e  
i s o l a t i o n  o f  c l o n e s  w h i c h  e x p r e s s e d  r e s i s t a n c e  t o  t h e  f o u r  a n t i b i o t i c s  
m e n t i o n e d  a b o v e ,  a r s e n i c  s e n s i t i v e  c l o n e s  w e r e  i s o l a t e d  b y  r e p l i c a  p l a t i n g  
m a s t e r  p l a t e s  o n  t o  a r s e n i t e ,  a r s e n a t e  o r  c o n t r o l s .  Whe~ a r s e n i c  s e n s i t i v e  
v a r i a n t s  o f  R 4 5  w e r e  i s o l a t e d ,  a m p i c i l l i n  w a s  s u b s t i t u e d  f o r  s t r e p t o m y c i n .  
T h e  r e s u l t s  o f  t h i s  m u t a g e n e s i s  t e c h n i q u e  a r e  s h o w n  i n  T a b l e  V .  
T h r e e  p h e n o t y p e s  o f  a r s e n i c  s e n s i t i v e  v a r i a n t s  w e r e  i s o l a t e d ;  a r s e n i t e  
r e s i s t a n t - a r s e n a t e  s e n s i t i v e ,  a r s e n i t e  s e n s i t i v e - a r s e n a t e  r e s i s t a n t ,  
a n d  a r s e n i t e  s e n s i t i v e - a r s e n a t e  s e n s i t i v e .  T h e  m u t a n t s  w e r e  o f t e n  
f o u n d  t o  b e  u n s t a b l e .  I n  f a c t ,  o n l y  4  o f  4 0  a r s e n i c  s e n s i t i v e  v a r i a n t s  
o f  R 7 7 3  a n d  1 7  o f  3 5  a r s e n i c  s e n s i t i v e  v a r i a n t s  o f  R 4 5  r e m a i n e d  s t a b l e  
u p o n  r e p e a t e d  s u b c u l t u r i n g  f o l l o w i n g  i s o l a t i o n .  T h e  r e a s o n  f o r  t h i s  
i n s t a b i l i t y  i s  n o t  c l e a r ,  h o w e v e r ,  i t  i s  p r o b a b l y  d u e  t o  t h e  p r e c i s e  
e x c i s i o n  o f  t h e  t r a n s p o s o n  f o l l o w e d  b y  i n t e g r a t i o n  a t  a n  a l t e r n a t e  s i t e .  
T h e  c l o n e s  w h i c h  r e v e r t e d  t o  a r s e n i c  r e s i s t a n c e  r e t a i n e d  r e s i s t a n c e  
t o  k a n a m y c i n .  
T h e s e  r e s u l t s  i n d i c a t e  t h a t  t h e  a r s e n i t e  a n d  a r s e n a t e  r e s i s t a n c e  
s y s t e m s  d e t e r m i n e d  b y  R 7 7 3  a n d  R 4 5  a r e  e n t i r e l y  s e p a r a t e .  S i n c e  
t r a n s p o s o n  i n s e r t i o n s  a r e  k n o w n  t o  c a u s e  s t r o n g l y  p o l a r  m u t a t i o n s  
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t r a n s c r i b e d  f r o m  s e p a r a t e  p r o m o t o r s .  S i n c e  d o u b l e  s e n s i t i v e  
v a r i a n t s  c o u l d  b e  i s o l a t e d ,  a n d  s i n c e  d o u b l e  i n s e r t i o n s  a r e  h i g h l y  
u n l i k e l y ,  t h e  a r s e n i c  r e s i s t a n c e  g e n e s  a r e  p r o b a b l y  r e g u l a t e d  b y  
.  t h e  a c t i o n  o f  a  s i n g l e  a c t i v a t o r  p r o t e i n  (  s e e  C o n c l u s i o n s  f o r  a  
p o s s i b l e  m e c h a n i s m ) .  
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C O N C L U S I O N S  
T h e  r e s u l t s  o f  t h i s  s t u d y  s u g g e s t  s e v e r a l  i m p o r t a n t  t h i n g s  
w i t h  r e s p e c t  t o  t h e  o r g a n i z a t i o n  a n d  r e g u l a t i o n  o f  t h e  a r s e n i c  
r e s i s t a n c e  g e n e s ,  a n d  w i t h  r e s p e c t  t o  t h e  m e c h a n i s m s  o f  a r s e n i c  
resist~nce in~· c o l i  J 5 3  ( R 7 7 3 ) o  I  w o u l d  l i k e  t o  p r o p o s e  t h e  
m o d e l  s h o w n  i n  F i g u r e  2 9  f o r  t h e  o r g a n i z a t i o n  a n d  r e g u l a t i o n  o f  
t h e  a r s e n i c  r e s i s t a n c e  g e n e s  o f  R 7 7 3 .  
T h e  p l a s m i d  d e t e r m i n e s  r e s i s t a n c e  t o  b o t h  a r s e n i t e  a n d  a r s e n a t e .  
T h a t  t h e s e  r e s i s t a n c e s  r e p r e s e n t  e n t i r e l y  s e p a r a t e  ' s y s t e m s  w a s  s u g g e s t e d  
b y  t w o  f i n d i n g s .  F i r s t ,  r e s i s t a n c e  t o  a r s e n i t e "  c o u l d  b e  s e p a r a t e d  
f r o m  a r s e n a t e  r e s i s t a n c e  b y  t r a n s p o s o n  i n s e r t i o n  m u t a g e n e s i s ,  i . e . ,  
b o t h  a r s e n i t e  r e s i s t a n t - a r s e n a t e  s e n s i t i v e  a n d  a r s e n i t e  s e n s i t i v e -
a r s e n a t e  r e s i s t a n t  p h e n o t y p e s  c o u l d  b e  i s o l a t e d  u s i n g  t h i s  t e c h n i q u e .  
T h i s  f i n d i n g  a l s o  s u g g e s t s  t h a t  t h e  a r s e n i c  r e s i s t a n c e  g e n e s  a r e  
t r a n s c r i b e d  f r o m  d i f f e r e n t  p r o m o t o r s  b e c a u s e  t r a n s p o s o n  i n s e r t i o n s  
r e s u l t  i n  s t r o n g l y  p o l a r  m u t a t i o n s .  S e c o n d ,  g r o w t h  e x p e r i m e n t s  s h o w  
t h a t  a r s e n i t e  i n d u c e s  a r s e n i t e  r e s i s t a n c e  a l o n e ,  w h i l e  a r s e n a t e  
i n d u c e s  b o t h  a r s e n a t e  a n d  a r s e n i t e  r e s i s t a n c e .  T h u s ,  t h e s e  
t w o  s y s t e m s  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  b e  s e p a r a t e  b o t h  p h y s i o l o g i c a l l y  a n d  
g e n e t i c a l l y .  
T r a n s p o s o n  i n s e r t i o n  m u t a g e n e s i s  h a s  a l s o  s h o w n  t h a t  a n  a r s e n i t e  
s e n s i t i v e - a r s e n a t e  · s e n s i s t i v e  p h e n o t y p e  c a n  b e  i s o l a t e d .  T h i s  
s u g g e s t s  t h a t  t h e  a r s e n i c  r e s i s t a n c e  g e n e s  a r e  r e g u l a t e d  b y  a  s i n g l e  
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F i g u r e  2 9 .  M o d e l  f o r  t h e  O r g a n i z a t i o n  a n d  R e g u l a t i o n  o f  t h e  
A r s e n i c  R e s i s t a n c e  G e n e s  o f  R 7 7 3  
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a c t i v a t o r  p r o t e i n .  T h e  p r e s e n c e  o f  a r s e n i t e ,  w h i c h  b i n d s  t o  t h e  
a c t i v a t o r ,  f a c i l i t a t e s  t r a n s c r i p t i o n  o f  o n l y  t h e  a r s e n i t e  g e n e ( s )  
b e c a u s e  t h e  r e s u l t i n g  a c t i v a t o r - a r s e n i t e  c o m p l e x  o n l y  r e c o g n i z e s  t h e  
a r s e n i t e  g e n e ( s )  p r o m o t o r .  A r s e n a t e ,  o n  t h e  o t h e r  h a n d ,  b i n d s  
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t o  t h e  a c t i v a t o r  a n d  f a c i l i t a t e s  t r a n s c r i p t i o n  o f  b o t h  a r s e n i t e  a n d  
a r s e n a t e  g e n e s  b e c a u s e  t h e  a c t i v a t o r - a r s e n a t e  c o m p l e x  r e c o g n i z e s  b o t h  
t h e  a r s e n a t e  a n d  a r s e n i t e  g e n e  p r o m o t o r s .  
P h y s i o l o g i c a l  s t u d i e s  s u g g e s t  t h a t  t h e s e  g e n e s  a r e  t r a n s c r i b e d  
a t  b a s a l  l e v e l s  s u f f i c i e n t l y  g r e a t  t o  a l l o w  r a p i d  c o m p l e t i o n  o f  t h e  
i n d u c t i v e  p r o c e s s  u p o n  e x p o s u r e  t o  a r s e n i t e  o r  a r s e n a t e .  
T h e  m e c h a n i s m s  o f  p l a s m i d - m e d i a t e d  r e s i s t a n c e  t o  a r s e n i t e  a n d  
a r s e n a t e  r e m a i n  u n k n o w n ,  h o w e v e r ,  t h i s  s t u d y  h a s  s h e d  s o m e  l i g h t  o n  
s o m e  p o s s i b i l i t i e s  a n d  e l i m i n a t e d  o t h e r s .  T h e  l e a s t  u n d e r s t o o d  i s  
t h e  r e s i s t a n c e  t o  a r s e n i t e .  D a t a  c o l l e c t e d  i n  t h i s  s t u d y  d e m o n s t r a t e  
t h a t  t h e  p l a s m i d  d o e s  n o t  d e t e r m i n e  a  s y s t e m  f o r  a r s e n j t e  d e t o x i f i c a t i o n .  
T h e  t a r g e t  s i t e  f o r  a r s e n i t e  t o x i c i t y  a p p e a r s  t o  b e  a  c o m p o n e n t  o f  
r e s p i r a t o r y  m e t a b o l i s m .  T h e  f a c t  t h a t  a r s e n i t e  u p t a k e  i s  u n k n o w n  
t o  o c c u r ,  a n d  t h e  d a t a  c o l l e c t e d  b y  S m i l e y  ( 2 8 )  o n  c h r o m o s o m a l l y  
d e t e r m i n e d  r e s i s t a n c e  t o  a r s e n i t e  s u g g e s t  t h a t  a  p r o b a b l e  t a r g e t  s i t e  
f o r  a r s e n i t e  t o x i c i t y  l i e s  w i t h i n  t h e  c y t o p l a s m i c  m e m b r a n e ,  s p e c i f i c a l l y  
t h e  m e m b r a n e - b o u n d  A T P a s e .  A r s e n i t e  m a y  e i t h e r  g a i n  e n t r a n c e  t o  t h e  
i n t e r i o r  o f  t h e  c e l l  t h r o u g h  t h e  A T P a s e ,  i t  m a y  a l t e r  t h e  s t r u c t u r e  
o f  t h e  A T P a s e  s o  a s  t o  a l l o w  l e a k a g e  o f  i o n s  a c r o s s  t h e  m e m b r a n e ,  
i t  m a y  s i m p l y  d i s r u p t  t h e  a b i l i t y  o f  t h e  A T P a s e  t o  c a r r y  o u t  o x i d a t i v e  
p h o s p h o r y l a t i o n ,  o r  c o m b i n a t i o n s  o f  t h e s e  p o s s i b i l i t i e s  m a y  o c c u r  
d e p e n d i n g  o n  t h e  c o n c e n t r a i o n  o f  a r s e n i t e  w h i c h  t h e  c e l l s  a r e  e x p o s e d  t o .  
T w o  p o s s i b l e  expl~nations m a y  r e a s o n a b l y  a c c o u n t  f o r  p l a s m i d  -
m e d i a t e d  r e s i s t a n c e  t o  a r s e n i t e  i f  t h e  m a j o r  t a r g e t  i s  t h e  A T P a s e .  
F i r s t ,  t h e  p l a s m i d  m a y  d e t e r m i n e  t h e  i n t e r p o s i t i o n  o f  a n  e l e m e n t  
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b e t w e e n  t h e  A T P a s e  a n d  t h e  e x t r a c e l l u l a r  e n v i r o n m e n t ,  e i t h e r  a  p e r i p l a s m i c  
o r  o u t e r  m e m b r a n e  p r o t e i n ,  w h i c h  p r e v e n t s  a r s e n i t e  f r o m  c o m i n g  i n  c o n t a c t  
w i t h  t h e  A T P a s e .  S e c o n d ,  t h e  p l a s m i d  m a y  d e t e r m i n e  t h e  s y n t h e s i s  o f  a n  
a l t e r n a t e ,  o r  a n  a d d i t i o n a l ,  c o m p o n e n t  o f  t h e  A T P a s e  w h i c h  r e n d e r s  i t  
i n s e n s i t i v e  t o  a r s e n i t e  t o x i c i t y .  
T h e  m e c h a n i s m  o f  p l a s m i d - m e d i a t e d  r e s i s t a n c e  t o  a r s e n a t e  i s  
a l s o  u n k n o w n ,  h o w e v e r ,  t h e  d a t a  c o l l e c t e d  i n  t h i s  s t u d y  s t r o n g l y  
s u g g e s t s  o n l y  o n e  r e a s o n a b l e  e x p l a n a t i o n .  A l l  u p t a k e  s y s t e m s  w h i c h  
t r a n s p o r t  p h o s p h a t e  a n d  f a i l  t o  d i s c r i m i n a t e  b e t w e e n  p h o s p h a t e  a n d  
a r s e n a t e  ( P i t ,  G l p T  a n d  U h p T )  a r e  p r o t e c t e d  f r o m  a r s e n a t e  u p t a k e  
b y  t h e  p l a s m i d .  I t  i s  h i g h l y  u n l i k e l y  t h a t  t h e  p l a s m i d  p r o v i d e s  
p r o t e c t i o n  t o  e a c h  o f  t h e s e  s y s t e m s  b y  a  s e p a r a t e  m e c h a n i s m ,  n o r  d o e s  
i t  s e e m  l i k e l y  t h a t  a  s i n g l e  p l a s m i d - d e t e r m i n e d  e l e m e n t  c o u l d  i n t e r a c t  
w i t h  a l l  o f  t h e s e  u p t a k e  s y s t e m s  t o  p r o v i d e  t h e  k i n d  o f  s p e c i f i c i t y  
p o s s e s s e d  b y  t h e  P s t  s y s t e m .  R a t h e r ,  i t  s e e m s  n e c e s s a r y  t o  p o s t u l a t e  
t h e  i n t e r p o s i t i o n  o f  a  s i n g l e  p l a s m i d - d e t e r m i n e d  e l e m e n t  w h i c h  p r e v e n t s  
a r s e n a t e  f r o m  e n t e r i n g  t h e  p e r i p l a s m i c  s p a c e .  T h i s  e l e m e n t  w o u l d  
e x i s t  w i t h i n  t h e  o u t e r  m e m b r a n e  a n d  f u n c t i o n  a s  a  " g a t e k e e p e r "  t h a t  
w o u l d  a l l o w  f r e e  p a s s a g e  o f  p h o s p h a t e  a n d  o t h e r  g r o w t h  f a c t o r s  t o  t h e  
p e r i p l a s m i c  s p a c e ,  b u t  p r e v e n t  t h e  p a s s a g e  o f  a r s e n a t e .  I  h a v e  
c o l l e c t e d  p r e l i m i n a r y  e v i d e n c e  ( n o t  i n c l u d e d  i n  t h i s  t h e s i s  w o r k )  f r o m  
a  s t u d y  o f  m e m b r a n e  p r o t e i n s  w h i c h  s u g g e s t s  t h a t  t h i s  h y p o t h e s i s  
i s  c o r r e c t .  
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